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^© (57) Abstract: The invention relates to a cryopreservation method, according to which at least one sample is placed on a storage 

^ substrate, and position -specific sample data that characterizes attributes of the sample is stored. The invention also relates to a storage 

fS substrate for use in cryopreservation involving a method of the aforementioned type. 
O 

O (57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren zur Kryokonservierung werden auf einem Speichersubstrat mindestens eine Probe 

^ angeordnet und positionsspezifisch Probendaten, die fur Merkmale der Probe charakteristisch sind, gespeichert. Es wird auch ein 

^ Speichersubstrat zur Kryokonservierung mit eimem derartigen Verfahren beschrieben. 



Verfahren und Vorrichtung zur Kryospeicherung 



Die Erfindung betrifft Verfahren zur Kryospeicherung von Pro- 
ben, insbesondere zur Herstellung, Lagerung und Manipulierung 
biologischer Proben im kryokonservierten oder aufgetauten Zu- 
stand, wie z. B. ein Kryospeicherungsverf ahren fur biologische 
Zellen. Die Erfindung betrifft auch Verfahren zum Schreiben 
und Lesen von Daten. Die Erfindung betrifft weiterhin eine 
Vorrichtung zur Kryospeicherung von Proben, insbesondere ein 
Speichersubstrat fur biologische Proben, wie z. B. Zellen oder 
Zellbestandteile, eine Vorrichtung zum Schreiben und Lesen von 
Daten in Speichermedien und eine Kryobanksystem. Die Erfindung 
betrifft auch Anwendungen der Kryokonservierung biologischer 
Proben. 

Die Kryokonservierung ist ein allgemein bekanntes Verfahren 
zur Haltbarmachung insbesondere biologisch oder medizinisch 
relevanter Materialen. Diese Materialien umfassen bspw. Gewebe 
und Organe, Korperf lussigkeiten oder auch einzelne Zellen oder 
Zellbestandteile. Die Kryokonservierung erfolgt nach bestimm- 
ten Prozeduren in Behaltern oder auf Substraten, deren Gestalt 
an das Material oder Probe angepasst ist. Behalter zur Kryo- 
konservierung sind bspw. fur Gewebe und Organe (siehe DE-OS 
199 22 31, EP-A 0 853 238, DE-OS 197 25 768, DE-OS 199 05 
163), fur Blutkomponenten (siehe z. B. DE-OS 198 26 350) und 
fur zell- oder tropf enf ormige Kryoproben (siehe z. B. US-A-5 
275 016, EP-B 0 475 409, DE-OS 199 21 236, EP-B 0 804 073) be- 
kannt . 

Ein generelles Anliegen bei der Kryokonservierung biologischer 
Proben besteht in der Identif izierbarkeit der Proben. Kryokon- 
servierte Proben mussen in Bezug auf ihre Herkunft und Eigen- 
schaften mit hoher Sicherheit identif izierbar sein, ohne dass 
ein Auftauen erforderlich ist. Bei den makroskopischen Kryo- 
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proben ist dies kein Problem, da Organ- oder Blutbehalter mit 
einer Beschriftung versehen werden konnen. Das Auffinden der 
Kryoproben erfolgt in Abhangigkeit vorn Ablagesystem der jewei- 
ligen Kryobank. 

Bei kleinen Kryoproben in Form von gefrorenen Suspensionstrop- 
fen, Zellen, Zellaggregaten oder Zellbestandteilen ist die 
Identifizierung der Kryoproben erheblich problematischer . Eine 
Kryoprobe ware gegenuber der Beschriftung vernachlassigbar 
klein. Oft besteht ein Interess.e an der Kryokonservierung ei- 
ner Vielzahl mikroskopisch kleiner Proben. Die Lagerung und 
Identifizierung von kleinen Kryoproben mit Beschriftung ware 
unpraktikabel . Des Weiteren liegen die kryokonservierten Zell- 
proben bei herkommlichen Konservierungstechniken, die auf dem 
Aufspruhen von Zellsuspensionen auf geklihlte Oberflachen (sie- 
he z. B. EP-B 0 475 409) beruht, in einem ungeordneten Zustand 
vor. Es konnen lediglich groBere Menge von Einzelproben unspe- 
zifisch gemeinsam kons'erviert werden. 

Bei den in EP-B 0 804 073 und DE-OS 199 21 236 beschriebenen 
Konservierungstechniken ist eine geordnete Ablage und spezifi- 
sche Bearbeitung selbst kleinster Proben auf Kryosubstraten 
moglich. Die Probenablage erfolgt bspw. unter Verwendung einer 
Mikrotropfenschusseinrichtung, die auf der Grundlage bestimm- 
ter Zielkoordinaten angesteuert wird. Die Proben befinden sich 
auf definierten Substratpositionen, an denen auch eine spezi- 
fische Vermessung von Probeneigenschaf ten und Identifizierung 
der Proben ermoglicht wird. Das Substrat kann mit einer Mar- 
kierung versehen sein, urn die Probenpositionen auf dem Sub- 
strat zu definieren. Beispielsweise wird in DE-OS 199 21 236 
far die matrixartige Ablage von Kryoproben in geraden Zeilen 
und Spalten vorgeschlagen, das Substrat mit einer Bezeichnung 
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der Spalten und Zeilen zu versehen. Diese Markierungstechnik 
1st in Figur 27 (Stand der Technik) illustriert. 

Die herkommliche Markierung von Kryosubstraten gemaft Figur 27 
besitzt die folgenden Nachteile. Es wird zwar die Identifizie- 
rung von Proben ermoglicht, damit wird aber lediglich eine Po- 
sitionsinformation gegeben. Der beschrankte Inf ormationsgehalt 
der Substratmarkierung stellt jedoch ein Problem dar, da neben 
der Probenidentif izierung auch zusatzliche Daten, z. B. uber 
die Beschaf f enheit oder die Vorgeschichte der Probe oder liber 
Messergebnisse verfligbar sein sollen. Diese Daten konnten zwar 
in einer parallel betriebenen Datenbank gespeichert werden. 
Der getrennte Betrieb von Kryo- und Datenbanken stellt aber 
ein erhebliches Risiko fur die Siche'rheit der Merkmalszuord- 
nung zu den einzelnen Proben dar. Dieses Risiko ist insbeson- 
dere bei humanmedizinischen Anwendungen kritisch, da eine Pro- 
benverwechslung den Erfolg einer weiteren Verwendung der Kryo- 
probe vereiteln kann. Aufterdem besitzt die Substratmarkierung 
den Nachteil, dass eine Probenidentif izierung nur im Verbund 
mit dem Kryosubstrat moglich ist. Wenn eine Probenentnahme er- 
folgt, wie es bspw, in DE-OS 199 21 236 beschrieben wird, kann 
nach Trennung voin Kryosubstrat eine Probenidentif izierung nur 
durch eine aufwendige Messung von Probeneigenschaf ten iiri auf- 
getauten Zustand erfolgen, 

Aus DE-OS 197 52 085 ist ein Probentrager fur. mikroskopische 
Untersuchungen an einer Vielzahl von Proben bekannt. Der her- 
kommliche Probentrager wird durch ein in Figur 28 (Stand der 
Technik) in schematischer Draufsicht gezeigtes Substrat mit 
einer Vielzahl von Probeauf nahmeraumen gebildet. Das Substrat 
besitzt bspw. die Form eines Plattenspeichers (z. B. CD) . Zwi- 
schen einem in der Substratmitte befindlichen Durchgangsloch 
und den matrixartig angeordneten Probeaufnahmeraumen ist ein 
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Ringbereich gebildet. Aus DE-OS 197 52 085 ist bekannt, diesen 
Ringbereich zu Speicherung von Probendaten auszugestalten . Der 
herkommliche Probentrager besitzt den Nachteil, lediglich zur 
Aufnahme von flussigen Proben und nicht fur die Kryokonservie- 
rung ausgelegt zu sein. Aufterdem stellt die Speicherung von 
Probendaten auf dem Innenring die selben Nachteile dar, wie 
die o. g. Substratmarkierung . Es konnen zwar mehr Daten ge- 
speichert werden, die Zuordnung zu den einzelnen Proben ist 
jedoch nicht fehlerfrei moglich. 

Neben den genannten Nachteilen der herkommlichen Techniken 
gibt es des Weiteren den folgenden Grund fiir die bisher gering 
entwickelte Anwendung der Kryokonservierung insbesondere in 
der zellularen Biotechnologie . Wenn ein direktes Einfrieren 
biologischer Proben in einer flussigen Kuhlphase (z. B. Stick- 
stoff) erfolgt, besteht ein Kontaminationsrisiko. Uber die 
Kuhlphase konnen Viren auf die Proben ubertragen werden. Urn 
dieses Risiko zu vermeiden, muss der Kontakt mit der flussigen 
Phase vermieden oder fur eine dichte Abdeckung der Proben ge- 
sorgt werden- Dies ist bisher jedoch nicht in praktikabler 
Weise realisiert worden. 

Aus der Labortechnik sind Probentrager, z. B. in Form von Ob- 
jekttragern oder Mikrotiterplatten bekannt, die mit Datenspei- 
chern ausgestattet sind. Diese herkommlichen Probentrager sind 
fiir eine Kryospeicherung nicht geeignet. Erstens sind sie le- 
diglich fur eine Nutzung bei Raumtemperatur oder einer Kuhl- 
schranktemperatur oberhalb des Gef rierpunkts von Wasser ausge- 
legt. Eine Verwendung bei tieferen Temperaturen war bisher 
nicht vorgesehen, Zweitens sind herkommliche Probentrager als 
Substrate fur Proben vorgesehen. Auf den Substraten erfolgt 
beispielsweise eine Behandlung, Manipulierung oder Kultivie- 
rung von Proben. Fur eine Lagerung oder Speicherung im konser- 
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vierten Zustand sind die herkommlichen Probentrager jedoch 
nicht geeignet. Hierzu werden bisher Behalter zur Kryokonser- 
vierung verwendet, wie sie oben genannt sind. Schlieftlich sind 
die herkommlichen Probentrager nicht fur eine effektive Pro- 
benlagerung und -handhabung geeignet. In der Regel miissen sie 
manuell transportiert werden, eine Lagerung mit hoher Dichte 
ist ausgeschlossen. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein verbessertes Verfahren 
zur Kryokonservierung bereitzustellen, mit dem die Nachteile 
der herkommlichen Techniken iiberwunden werden, das einen er- 
weiterten Anwendungsbereich besitzt und insbesondere fur auto- 
matisierte Konservierungsanlagen geeignet ist. Das neue Ver- 
fahren zur Kryokonservierung soil insbesondere ermoglichen, 
dass Probendaten in grofterem Umfang und mit erhohter Datensi- 
cherheit (d. h. mit erhohter Sicherheit der Zuordnung von Pro- 
bendaten zu bestimmten Proben) den Proben zugeordnet werden. 
Die Erfindung soil auch eine hochspezif ische Datenzuordnung zu 
einzelnen Kryoproben ermoglichen. Die Aufgabe der Erfindung 
ist es auch, Vorrichtungen zur Umsetzung derart verbesserter 
Kryokonservierungsver f ahren anzugeben . 

Diese Aufgaben werden mit Verfahren oder Vorrichtungen mit den 
Merkmalen gemafi den Patentanspruchen 1, 12, 21 und 22 gelost. 
Vorteilhafte Ausf uhrungsf ormen und Anwendungen der Erfindung 
ergeben sich aus den abhangigen' Anspruchen. 

Die Grundidee der Erfindung ist es, mindestens eine Probe auf 
einem Substrat anzuordnen und auf dem Substrat eine Speiche- 
rung von Probendaten vorzunehmen, die fur Merkmale der Kryo- 
probe charakteristisch sind. Die Speicherung der Probendaten 
erfolgt positionsspezif isch in e.inem Probendatenspeicher vor- 
zugsweise an der Ablageposition der jeweiligen Probe. Durch 
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die Ablage von Proben und Probendaten an gemeinsamen oder eng 
benachbarten oder aneinandergrenzenden Positionen des Substra- 
tes werden eine Reihe von Vorteilen erzielt. Die Probendaten 
sind durch ihre Ablageposition eindeutig den jeweiligen Proben 
zugeordnet. Eine Verwechslung der Probenzuordnung wird ausge- 
schlossen. Bei Entnahme von Proben konnen simultan am Ablage- 
ort die zugehorigen Daten abgelesen oder mit dem Speichermedi- 
um vom Substrat entfernt, so dass auch nach der Probenentnahme 
bei der weiteren Verarbeitung die Identif izierung der Probe 
und die Zuordnung der Probendaten sichergestellt ist. Es kann 
eine Entnahme von einzelnen Proben bei beliebigen Temperatu- 
res insbesondere auch im gefrorenen Zustand, erfolgen. 

Ein wesentlicher Fortschritt, der mit der Erfindung erzielt 
wird, besteht darin, dass erstmalig eine Verf ahrensweise und 
geeignete Vorrichtungen bereitgestellt werden, die optimal fur 
eine Speicherung, Konservierung oder Lagerung biologischer 
Proben uber lange Zeitraume {Monate und Jahre) bei tiefen Tem- 
peraturen (z. B. unterhalb -50°C) eingerichtet sind. Mit der 
Erfindung wird fur die Verwendung von Datenspeichern ein neuer 
Anwendungsbereich bei Betriebstemperaturen erschlossen, der 
vor der Erfindung nicht benutzt wurde. 

Anwendungsabhangig konnen die Probenablage und die Datenspei- 
cherung bei Raumtemperatur mit anschlieftender Abkuhlung zur 
jeweils erf orderlichen Konservierungstemperatur oder auch im 
gekiihlten Zustand erfolgen. Die Erfinder haben uberraschender- 
weise festgestellt, dass sowohl ein Schreiben als auch ein Le- 
sen von Daten in oder aus an sich bekannten Speichermedien (z. 
B. optische Speicher, magnetische Speicher, elektromagnetische 
Speicher, FLASH-Speicher) oder in speziell fur die Aufgaben 
der Kryospeicherung ausgelegten Speichermedien selbst bei Kon- 
servierungstemperaturen unterhalb des Gef rierpunktes des Was- 
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sers moglich sind. Die Probendatensatze sind in alien Phasen 
eines Kryokonservierungsvorganges zuverlassig lesbar. Die Les- 
barkeit von Datenspeichern bei derart tiefen Temperaturen, 
dass gegebenenf alls ein Beschreiben ausgeschlossen ist, stellt 
einen von der Erfindern erkannten Vorteil dar, der zur erwei- 
terten Anwendbarkeit der erf indungsgemafien Kryospeicherung 
beitragt . 

Besondere Vorteile besitzt die Erfindung bei der Ablage einer 
Vielzahl von Proben auf einem gemeinsamen Speichersubstrat mit 
einer positionsspezif ischen Speicherung einer Vielzahl von 
Probendatensatzen. Das Speichersubstrat dient gleichzeitig als 
Kryosubstrat mit Probentragern zur Aufnahme, Halterung und 
Freigabe von Kryoproben und als Datentrager, der wie ein fur 
die Computertechnik bekanntes Speichermedium eine Vielzahl von 
Daten an den Substratpositionen entsprechend den jeweiligen 
Probenpositionen speichert. Die Proben werden portionsweise 
(z. B. tropfenweise) und zueinander isoliert als Zellsuspen- 
sionsvolumina (z. B. als Zellsuspensionstropf en) auf oder in 
die Probentrager des Kryosubstrates aufgebracht. Jedem Proben- 
trager ist ein Probendatenspeicher zugeordnet, in dem zugeho- 
rige Daten abgelegt werden. Die gleichzeitige Ablage von Pro- 
ben und Probendaten erfolgt langzeitstabil und verwechslungs- 
sicher. Die erf indungsgemafie Kryokonservierung wird wegen der 
Analogie zur elektronischen Datenspeicherung hier als 
Kryospeicherung bezeichnet. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung erfolgt 
die Kryospeicherung auf einem Speichersubstrat mit mindestens 
einem Kryospeicherelement . Jedes Kryospeicherelement umfasst 
einen Probentrager und einen Probendatenspeicher, die somit 
ein integrales Bauteil bilden, dass reversibel oder irreversi- 
bel vom Substrat losbar ist. Der Probentrager und der Proben- 
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datenspeicher bilden einen festen Verbund, der zur Kryospei- 
cherung losbar am Speichersubstrat befestigt ist. Urn eine Pro- 
be vom Speichersubstrat zu entnehmen, wird das gesamte 
Kryospeicherelement vom Speichersubstrat gelost. Gegenstand 
der Erfindung ist auch das Kryospeicherelement an sich, das 
einen Probentrager zur Aufnahme einer Kryoprobe und einen Pro- 
bendatenspeicher zur Ablage zugehoriger Probendaten umfasst. 
Ein Speichersubstrat wird gemaft einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form der Erfindung durch einen Grundkorper, der vorzugsweise 
eine flachige Gestalt besitzt, mit einer Vielzahl von Kry- 
ospeicherelementen gebildet. Das Speichersubstrat kann anwen- 
dungsabhangig eine vorbestimmte 2- oder 3-dimensionale geomet- 
rische Form besitzen. Gemaft bevorzugter Ausf uhrungsf ormen der 
Erfindung hat der Grundkorper des Speichersubstrates die Ges- 
talt einer optischen Speicherplatte (CD-ROM) , in die die Kry- 
ospeicherelemente integriert sind, oder mindestens einer Lei- 
terplatte, auf der die Kryospeicherelemente wie elektrische 
Schaltkreise (Chips) aufgesetzt sind. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zum Betreiben 
einer Kryobank mit einer Vielzahl von Speichersubstraten. Auf 
mindestens einem Speichersubstrat werden eine Vielzahl von 
Proben abgelegt, die bspw. zu einem Organismus (Probanden) ge- 
horen. Die Proben umfassen bspw. eine oder mehrere spezifische 
Zellen des Probanden (z. B. Stammzellen, Gewebezellen) . Die 
Ablage der Proben erfolgt zunachst gemeinsam mit den proben- 
spezifischen Daten, insbesondere Daten zur Identif izierung der 
Art der Proben und des Probanden, des Konservierungszeitpunk- 
tes und der zum Zeitpunkt der Konservierung vorliegenden Mess- 
daten. Im Verlauf des Betriebes der Kryobank werden Proben ge- 
meinsam mit den zugehorigen Probendaten fur Messzwecke, dia- 
gnostische Aufgaben oder therapeutische Verfahren entnommen 
und/oder weitere Proben oder Probendaten erganzt. Die Proben- 
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ciaten umfassen allgemein alle Merkmale und Parameter der Pro- 
ben und des Probenspenders und ggf. Zusatzinf ormationen zur 
Datenablage auf dem Speichersubstrat . Ein erf indungsgemafi ver- 
wendeter Probendatenspeicher besitzt beispielsweise eine Spei- 
cherkapazitat von mindestens 4 Megabyte. 

Durch die folgenden vorteilhaf ten Merkmale der erf indungsgema- 
fien Kryospeicherung werden die Nachteile herkommlicher piana- 
rer oder dreidimensionaler Substrate uberwunden. Die Proben 
(z. B. eingef rorenen Zellsuspensionsvolumina) sind zu jedem 
Zeitpunkt spezifisch zuganglich. Dies gilt auch fur den Tief- 
temperaturzustand. Es konnen an definierten Substratpositionen 
kleinste Probenvolumina angeordnet werden, die charakteristi- 
sche Dimensionen im mm-Bereich oder darunter, vorzugsweise je- 
doch typische Gro&en von 10 3 pm 3 (10 * 10 ' 10 ]m 3 ) bis zu ei- 
nigen 10 run 3 besitzen. Die Proben konnen bspw. eine oder eine 
Vielzahl von Zellen {10 5 bis 10 6 Zellen) , Zellbestandteile, 
biologisch relevante Objekte (wie z. B. Membranvesikeln, DNA- 
Materialien, Makromolekule) und/oder Zellverbande enthalten. 
Die Proben konnen mit einer hohen Dichte angeordnet werden, 
die Kryospeicherung besitzt eine erhdhte Ef f ektivitat . 

Die Proben konnen selektiv im tief gekuhlten Zustand des Spei- 
chersubstrates entnommen werden, ohne dass die Kiihlung der iib- 
rigen Proben unterbrochen wird. Zur Probenabnahme und zum Da- 
tenauslesen ist kein Auftauen des gesamten Speichersubstrates 
erf orderlich . 

Die Probendaten konnen automatisch computergestutzt geschrie- 
ben oder gelesen werden. Die Zuordnung von Probendatenspei- 
chern und Probentragern ist eindeutig. Die Proben werden ver- 
wechslungssicher abgelegt. Die Zuordnung entnommener Proben zu 
den Probendaten und auch zum Speichersubstrat bleibt erhalten, 
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so dass die Historie einer Probe rekapituliert werden kann. 
Dies stellt einen besonderen Vorteil bei medizinischen Anwen- 
dungen der Erfindung dar . 

Erf indungsgemaiie Kryospeicherelemente werden vorzugsweise un- 
ter Verwendung tieftemperaturvertraglichen Kunststof fmaterial 
hergestellt, das einerseits den Probentrager und andererseits 
eine Einbettung fur den Probendatenspeicher bildet. ( Das Kunst 
stof fmaterial kann ohne Veranderung und ohne Schaden wieder- 
holte Temperaturwechsel tolerieren. Es wird vorzugsweise ein 
Kunststof fmaterial verwendet, dessen Wasserauf nahmef ahigkeit 
< 1 % der Eigenmasse, insbesondere < 0.1 % der Eigenmasse be- 
tragt. Erf indungsgemaiie Kryospeicherelemente basieren bei- 
spielsweise auf Polyurethan, Polytetraf luorethylen oder Poly- 
ethylen. Erf indungsgemaiie Speichersubstrate besitzen vorteil- 
hafterweise eine hohe mechanische Stabilitat und Langzeithalt 
barkeit. Die erf indungsgemaiie Kryospeicherung ermoglicht erst 
malig eine sichere Ablage von biologischen Proben liber Jahr- 
zehnte. Eine Kryobank kann uber die gesamte Lebensdauer eines 
Probanden, z. B. fur die Dauer eines Menschenalters, zuverlas 
sig betrieben werden. Das Speichersubstrat besitzt einen rela 
tiv einfachen Aufbau, der einen massenhaften Einsatz von Spei 
chersubstraten in Kryobanken ermoglicht. 

Die Erfindung besitzt auch Vorteile in Bezug auf das genannte 
Kontaminationsrisiko. Die erf indungsgemalien Speichersubstrate 
ermoglichen eine Reihe von unten erlauterten Mafinamen, mit de 
neri verhindert wird, dass ein fliissiges Kuhlmedium direkt mit 
den Proben in Verbindung kommt . Ein virale Kontamination uber 
die Kuhlphase wird vermieden. Es wird auch der Niederschlag 
von Wasser oder anderen Substanzen auf den Proben ausgeschlos 
sen. 
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Ein weiterer wichtiger Vorteil erf indungsgemafter Speichersub- 
strate besteht darin, dass die abgelegten Proben im kryokon- 
servierten oder aufgetauten Zustand den ublichen Mess- und 
Analysemethoden (z. B. optische Messungen, mikroskopische Beo- 
bachtungen) bei gleichzeitiger Lesbarkeit der Datensatze zu- 
ganglich sind. Die Daten in den Probendatenspeichern werden 
auch bei mehrmaligen Einfrier- oder Auf tauvorgangen aufrecht- 
erhalten. 

Die Kryospeicherung erfolgt bei anwendungsabhangig gewahlten 
Konservierungsbedingungen . Die Temperatur der Kryospeicherung 
und der zeitliche Ablauf von Temperaturabsenkung oder 
-steigerungen werden in Abhangigkeit von der Konservierungs- 
aufgabe und dem Material gewahlt. Die Konservierungstemperatur 
iiegt im Bereich unterhalb der Raumtemperatur, vorzugsweise 
unterhalb des Gef rierpunktes von Wasser bei Normaldruck und 
bei den bevorzugten Langzeitanwendungen unterhalb von -80 °C. 
Die Kryotemperatur wird vorzugsweise durch ein flussiges Kuhl- 
medium (Stickstoff) oder den Dampf des Kuhlmediums einge- 
stellt . 

Die Erfindung besitzt den Vorteil, dass kleinste Probenvolumi- 
na kryokonserviert werden. Dies ermoglicht schnelle Tempera- 
tur anderungen, reproduzierbare Konservierungsbedingungen und 
eine individuelle Probenhandhabung, -behandlung oder -messung. 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden im Fol- 
genden unter Bezug auf die beigefugten Zeichnungen beschrie- 
ben. Es zeigen: 

Figur 1 eine schematische Schnittansicht eines 

Teils eines erf indungsgemaflen Speichersub- 
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strates gemaft einer ersten Ausf uhrungsf orm 
der Erfindung, 



Figur 2 



eine schematische Illustration der Proben- 
entnahrne von einem Speichersubstrat gemaft 
Figur 1, 



Figuren 3 bis 7 



schematische Draufsichten auf verschiede- 
nen Gestaltungen von Proben- und Spei- 
cheranordnungen auf einem Speichersub- 
strat, 



Figur 8 



eine schematische Schnittansicht eines 
Teils eines Speichersubstrates gemaft einer 
zweiten Ausf uhrungsf orm der Erfindung, 



Figur 9 



schematische Ansichten verschiedener geo- 
metrischer Anordnungen von Kryospeicher- 
elementen, 



Figur 10 



eine schematische Schnittansicht eines 
Teils eines Speichersubstrates gemafi einer 
dritten Ausf uhrungsf orm der Erfindung, 



Figur 11 



eine Illustration der Entnahme von Kryo- 
speicherelementen aus einem erf indungsge- 
malien Speichersubstrat gemaft einer vierten 
Ausf uhrungsf orm der Erfindung, 



Figur 12 



eine schematische Illustration einer fo- 
lienformigen Abdeckung an einem erfin- 
dungsgemaften Speichersubstrat, 



Figur 13 



eine schematische Schnittansicht eines 
Teils eines Speichersubstrates gemaft einer 
funften Ausfiahrungsf orm der Erfindung, 



Figur 14 



schematische Perspektivansichten von Spei- 
chersubstraten gemaft einer sechsten Aus- 
fuhrungsform der Erfindung, 



Figur 15 



eine schematische Perspektivansicht eines 
Kryospeicherelementes des Speichersubstra- 
tes gemaft Figur 14 , und 



Figur 16 



eine schematische Perspektivansicht einer 
Abwandlung des Kryospeicherelementes gemaB 
Figur 15, 



Figuren 17 bis 20 schematische Perspektivansichten erfin- 

dungsgemafter Kryospeicherelemente gemaJJ 
weiteren Ausf uhrungsf ormen der Erfindung, 

Figuren 21 und 22 schematische Illustrationen der Beschi- 

ckung von Probentragern und der Entnahme 
von Proben, 

Figuren 23 bis 26 schematische Perspektivansichten erfin- 



Figuren 27 und 28 Draufsichten herkommlicher Probentrager 

(Stand der Technik) . 

Erf indungsgemaft wird mindestens eine Probe in einem Probentra- 
ger auf einem Substrat angeordnet und auf dem Substrat eine 



dungsgemafier Speichersubstrates gemafi wei- 
teren Ausfuhrungsformen der Erfindung, und 
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Speicherung von Probendaten vorgenommen, die fur Merkmale der 
Kryoprobe charakteristisch sind. Die Speicherung der Probenda- 
ten erfolgt positionsspezif isch in einem Probendatenspeicher 
vorzugsweise an der Ablageposition der jeweiligen Probe. Der 
Verbund aus einem Probentrager zur Aufnahme einer Kryoprobe 
und einem Probendatenspeicher zur Ablage zugehoriger Probenda- 
ten wird als Kryospeicherelement bezeichnet. Ein erf indungsge- 
maJles Speichersubstrat wird vorzugsweise durch einen Grundkor- 
per, der vorzugsweise eine flachige Gestalt besitzt, mit einer 
Vielzahl von Kryospeichereiementen gebildet. 

Bei der in Figur 1 dargestellten ersten Ausfuhrungsf orm eines 
erf indungsgemaften Speichersubstrates 100 ist ein Grundkorper 
110 vorgesehen, der eine Vielzahl von Kryospeichereiementen 
120 tragt. Der Grundkorper 110 (ausschnittsweise dargestellt) 
besitzt typische Dimensionen wie z. B. eine optische lesba- 
re/beschreibbare Speicherplatte (im Folgenden: CD, Durchmesser 
z. B. rund 12 cm) . Zur Aufnahme der Kryospeicherelemente 120 
besitzt der Grundkorper 110 Durchtrittof f nungen 111, in denen 
die Kryospeicherelemente in Art einer Presspassung sitzen. Auf 
einer Seite des Grundkorpers 110 ist ein schichtf ormiges Spei- 
chermedium 112 angeordnet. Das Speichermedium 112 ist eine Da- 
tenschicht, wie sie von herkommlichen CD's bekannt und zum 
Schreiben und Lesen von Daten geeignet ist. Das Speichermedium 
112 ist vorzugsweise zum optischen Schreiben („Brennen' x ) und 
Lesen der Daten ausgelegt. Es kann aber auch ein magnetisches 
oder ein topographisches Speichermedium vorgesehen sein. Auf 
dem Speichermedium 112 ist ggf. eine Schutzschicht vorgesehen 
(nicht dargestellt) . 

Das Speichermedium 112 umfasst Schichtbereiche, die auf dem 
Grundkorper 110 aufliegen und als Basisspeicher 113 dienen, 
und Bereiche, die zu den Kryospeichereiementen 120 gehoren und 



15 

als Probendatenspeicher 122 dienen. Die Basisspeicher 113 und 
Probendatenspeicher 122 konnen zunachst eine geschlossene 
Schicht des Speichermediums 112 bilden, die nach Probenentnah- 
men (siehe Figur 2) ggf. unterbrochen wird. Der Basisspeicher 
113 enthalt vorzugsweise Substratdaten, die sich bspw. auf die 
Art der Anordnung der Kryospeicherelemente und die Identifi- 
zierung des Substrates beziehen. Die Probendatenspeicher 122 
enthalten Probendaten (siehe unten) . 

Die Kryospeicherelemente 120 bestehen jeweils aus einem Pro- 
bentrager 121 und dem Probendatenspeicher 122. Der Probentra- 
ger 121 ist ein Formteil aus Kunststoff mit einer T- oder tel- 
ler-/pilzf ormigen Gestalt. Der Probentrager kann anstelle von 
Kunststoff aus einem biokompatiblen und inerten Material- (z. 
B. Halbleitermaterial) bestehen. Der Probentrager 121 umfasst 
eine plattenf ormige Probenauf nahme 123 und einen Tragerstift 
124. Die innere Form der Durchtrittsof f nungen 111 und die au- 
fiere Form des Tragerstifts 124 sind zur Bildung einer Press- 
passung aufeinander abgestimmt. Zwischen den Randern der Pro- 
benauf nahmen 123 sind Abstande 125 gebildet. Die Abstande 125 
verringern das Risiko einer gegenseitigen Kontamination zwi- 
schen den Proben. Aufterdem vereinfachen sie die Entnahme von 
Kryospeicherelementen . Mit den Tragerstif ten 124 ist jeweils 
ein Probendatenspeicher 122 fest verbunden. 

Auf den Probenauf nahmen 123 befinden sich die Kryoproben 130 , 
insbesondere in Form von gefrorenen Flussigkeitstropfen. Die 
Tropfen sind Zellsuspensionen oder auch Ref erenzproben, z. B. 
mit Mustern von Kultivierungsmedien, Losungen von Markierungs- 
farbstoffen oder Sondenproben. Sondenproben sind Ref erenzpro- 
ben, die Substanzen enthalten, die auf eine Anderung kriti- 
scher Umgebungsbedingungen empf indlich reagieren. Als 
Sondenproben konnen bspw. chemische Verbindungen verwendet 
werden f die empf indlich gegemiber radioaktiver Strahlung oder 
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die empf indlich gegenuber radioaktiver Strahlung oder uner- 
wiinschten Temperaturerhohungen sind. Eine Kontrolle der Son- 
denproben ermoglicht eine Uberpriifung des Lagerungszustandes 
des Speichersubstrates in einer Kryobank. 

Uber den Kryoproben 130 ist eine Abdeckfolie 114 angeordnet, 
die der Vermeidung von Kontaminationen aus dem Kuhlmedium oder 
aus der sonstigen Umgebung dient. Typische Dimensionen der 
Probenaufnahmen 123 sind bspw. 0.1 bis 3 mm. Die Gesamtdicke 
des Speichersubstrates 100 betragt bspw. rd. 2 mm. 

Zur erf indungsgernaften Kryospeicherung von Proben wird ein 
Speichersubstrat 100 (ohne die Abdeckfolie 114) zunachst mit 
den Kryoproben und ggf. Ref erenzproben beschickt. Die Beschi- 
ckung erfolgt bspw. mit einer Mikrotropf enschusseinrichtung, 
wie es in EP-B 0 804 073 beschrieben ist. Die Proben werden 
als Mikrotropfen im gekiihlten Zustand des Speichersubstrates 
100 gezielt auf die Probenaufnahmen 123 auf geschossen, wo sie 
beim Auftreffen festfrieren. Ebenfalls im tief gekiihlten Zu- 
stand des Speichersubstrates 100 erfolgt ein Einschreiben z. 
B. Einbrennen) erster Probendaten in die Probendatenspeicher 
122. Nach Beschickung des Substrates erfolgt die Aufbringung 
der Abdeckfolie 114 und die Einbringung des Speichesubstrates 
100 in eine Halterung unter den jeweiligen Kuhlbedingungen des 
verwendeten Kryokonservierungssystems . 

In Figur 2 ist die Entnahme von Proben vom Speichersubstrat 
100 illustriert. Erf indungsgemaft erfolgt die Probenentnahme 
durch Abtrennen des jeweiligen Kryospeicherelementes 120 vom 
Grundkorper 110. Das Abtrennen erfolgt mit einer Stanzeinrich- 
tung 140 in Zusammenwirkung mit einer Stempeleinrichtung 150. 
Die Stanzeinrichtung besitzt ein hohles Schneidwerkzeug 141, 
dessen Schneide 142 an die aufiere Form der Probenauf nahme 123 
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angepasst ist. Das Stanzwerkzeug kann bspw. durch eine Hohlka- 
pillare mit einem angeschlif f enen Encie gebildet werden. Die 
Stempeleinrichtung 150 besitzt einen Stempel 151, mit dem der 
Probedatenspeicher 122 vom ubrigen Speichermedium 112 abge- 
trennt und der Tragerstift 124 aus der Durchtrittsof fnung 111 
herausgedruckt werden kann. Am Ende des Stempels 151 ist ggf • 
auch ein Schneidwerkzeug zur verbesserten Durchtrennung des 
Speichermediums 112 vorgesehen. Die Stanz- und Stempeleinrich- 
tungen 140, 150 konnen zur Auf rechterhaltung einer bestimmten 
Temperatur des Speichersubstrates 100 aktiv oder passiv ge- 
kuhlt sein. 

Figur 2 zeigt einen besonderen Vorteil der Erfindung. Mit der 
Stanzeinrichtung 140 wird die Probe 130 mit dem Kryospeicher- 
element 120 entnommen, ohne dass andere Probendepots geoffnet ' 
werden. Die Probe 130 ist auch nach der Entnahme mit dem Pro- 
bendatenspeicher 122 verbunden. Es kann eine Obertragung der 
Probe auf ein anderes Speichersubstrat und/oder eine Messein- 
richtung unter Kryobedingungen oder bei erhohter Temperatur 
erfolgen. Eine Erganzung von Probendaten, z. B. in Abhangig- 
keit von einem Messergebnis, wird am Probendatenspeicher 122 
vorgenommen (Datenakkumulation) . 

Die Figuren 3 bis 7 illustrieren erf indungsgemalie Speichersub- 
strate (z. B. gemaft Figur 1) in schematischer Draufsicht. Ein 
Speichersubstrat 100 ist wie eine herkommliche CD geformt und 
besitzt insbesondere in der Mitte eine Durchtrittsof fnung 101 
zur Anbringung des Speichersubstrates in der Kryokonservie- 
rungsvorrichtung und/oder einem Lese-/Schreibsystem. Die Pro- 
benaufnahmen 123 der Probentrager sind bei dieser Ausfuhrungs- 
form rechteckig gebildet. Sie besitzen typische Df lachendimen- 
sionen von rd. 0.1 bis 30 mm 2 . Die Probenaufnahmen 123 sind 
gruppenweise in Sektoren 102 angeordnet. Bei Entnahme von Pro- 
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ben mit den jeweiligen Kryospeicherelementen bleibt der Grund- 
korper 110 mit den freien Durchtrittsof fnungen 111 zuriick. 

Figur 4 zeigt eine abgewandelte Ausfuhrungsf orm mit kreisfor- 
migen Probenauf nahmen 123. Auf jeder Probenauf nahme 123 kann 
ein Tropfen mit einem Volumen von einigen mm 3 abgelegt werden. 
Jeder Tropfen kann bis zu 10 5 Zellen enthalten. Auf dem gesam- 
ten Speichersubstrat mit einem Durchmesser von ca. 12 cm kon- 
nen damit bis zu 10 8 Zellen abgelegt werden. 

Figur 5 zeigt eine abgewandelte Gestaltung mit kreisf ormigen 
Probenauf nahme 123, die im Vergleich zu Figur 4 kleinere 
Durchmesser besitzen (z. B. 0.01 bis 1 mm). Die Gesamtzahl der 
Kryospeicherelemente auf dem Speichersubstrat 100 wird dadurch 
erhoht. Die Variabilitat bei der Probenentnahme steigt. 

Die in Figur 1 illustrierten Basisspeicher 113 konnen auch se- 
lektiv entsprechehd bestimmter Bahnen im Speichermedium ange- 
ordnet sein. Dies ist in den Figuren 6 (ringformige Speicher- 
bahnen) und 7 (strahlf ormig ausgerichtete Speicherbahnen) il- 
lustriert. Mit den Basisspeichern 113 erfolgt eine zusatzliche 
Fragmentierung des Speichersubstrates . 

Figur 8 illustriert ausschnittsweise eine abgewandelte Form 
eines Speichersubstrates 200 mit einem Grundkorper 210, der 
durch die Probentrager 221 der Kryospeicherelemente gebildet 
wird. Die Probentrager 221 besitzen auf einer Seite die Pro- 
bendatenspeicher 222 und auf der entgegengesetzten Seite die 
Probenauf nahmen 223. Die Probentrager 221 sind Formteile, z. 
B. aus Kunststoff oder einem Halbleitermaterial, in denen die . 
Probenauf nahmen 223 als Ausnehmungen gebildet sind. Die Pro- 
bentrager 221 sind uber Sollbruchstellen 224 miteinander ver- 
bunden. Die Probendatenspeicher 222 bilden eine auf der Unter- 
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seite des Grundkorpers 210 angeordnete Schicht des Speicherme- 
diums. Auf der Oberseite des Speichersubstrates ist eine Ab- 
deckfolie 214 vorgesehen, mit der die Proben 230 abgedeckt 
werden. Die Abdeckfolie 214 umgreift den Grundkorper 210 an 
seiner AuBenkante mit einem umlaufenden Vorsprung 215. 

Die Verwendung des Speichersubstrates 200, insbesondere die 
Beschickung und die Datenspeicherung erfolgen nach den oben 
erlauterten Prinzipien. Zur Probenentnahme werden Kryospeiche- 
relemente 220 jeweils mit einem Trager 221 und einem Probenda- 
tenspeicher 222 mit einem geeigneten Werkzeug vom Speichersub- 
strat 200 getrennt (z. B. herausgebrochen, abgeschnitten oder 
dergleichen) . Anwendungsabhangig sind die Sollbruchstellen 224 
mit einer bestimmten Geometrie ausgefuhrt, wie dies in Figur 9 
illustriert ist. 

In Figur 9 bezeichnen die weiflen Linien den Verlauf der Soll- 
bruchstellen 224. In den jeweils umrahmten schwarzen Bereichen 
befinden sich die Probentrager insbesondere mit den Probenauf- 
nahmen. Die Probenaufnahinen konnen innerhalb des Speichersub- 
strates 200 verschiedene Geometrien besitzen, z. B. nach innen 
hin enger (linkes Teilbild) oder schmaler werden (rechtes 
Teilbild) . 

Eine dritte Ausf iihrungsf orm eines erf indungsgemaften Speicher- 
substrates 300 ist in Figur 10 illustriert. Das Speichersub- 
strat besitzt einen scheibenf ormigen Grundkorper 310 in Form 
einer ebenen, gleichf ormigen Platte. Einfugungen oder Soll- 
bruchstellen sind bei dieser Ausf iihrungsf orm nicht vorgesehen. 
Die Kryospeicherelemente 320 bilden bei dieser Gestaltung le- 
diglich eine Einheit, solange die Proben 230 auf dem Speicher- 
substrat 300 angeordnet sind. Als Probentrager 321 ist fur je- 
de Probe eine Probenauf nahmeschicht vorgesehen. Die Probenauf- 
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nahmeschicht besteht aus einem Kunststof material, das eine 
geringe Haftung zum Grundkorper 310 besitzt (z. B. aus PTFE 
oder Kautschuk) . Die geringe Haftung ist insbesondere im Tief- 
temperaturbereich gegeben. 

Zur Abtrennung einer Probe 330 wird die Probe mit der Proben- 
aufnahmeschicht mit einem geeigneten Werkzeug vom Grundkorper 
310 abgetrennt (z. B. abgehoben, abgehobelt, abgeschoben oder 
abgezogen) . Der Probendatenspeicher 322 verbleibt auf der Sub- 
stratunterseite . 

Die Proben 330 sind auch bei dieser Ausf uhrungsf orm mit einer 
Abdeckung 314 gegen Kontaminierungen geschutzt. Die Abdeckung 
314 wird durch einen Deckel gebildet, der gegenuber dem Grund- 
korper 310 liber eine Ringdichtung 315 abgedichtet ist. 

In Figur 11 ist im oberen Teilbild in perspektivischer Ansicht 
ein Ausschnitt eines Speichersubstrates 400 gemaft einer weite- 
ren Ausf uhrungsf orm der Erfindung dargestellt. Bei diesem 
Speichersubstrat sind die Kryospeicherelemente 420 in Form ei- 
ner Vorperf oration oder einer Presspassung im Grundkorper 410 
vorgesehen. Der Grundkorper 410 und die Kryospeicherelemente 
420 bilden eine ebene Platte, auf deren Unterseite das Spei- 
chermedium 412 schichtf ormig angeordnet ist. Das Speichermedi- 
um 412 (Datentragerfolie) kann ebenfalls vorperf oriert sein 
und befindet sich auf der Unterseite des Grundkorpers 410 mit 
der zum optischen Ein- und Auslesen von Daten erf orderlichen 
Planaritat . 

Im unteren Teilbild von Figur 11 ist das Kryospeicherelement 
420 vergrofiert dargestellt. Auf der Oberseite des Grundkorpers 
410, der hier den Probentrager 421 bildet, ist als- Probenauf- 
nahme 423 eine Ausnehmung vorgesehen. In der Probenauf nahme 
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ist die Kryoprobe 430 (z. B. Suspensionstropf en) angeordnet. 
Mit der Abdeckfolie 414 ist die Probe 430 gegen Kontamination 
geschutzt. Auch an der Abdeckfolie 414 konnen Perf orationen 
entsprechend der aufteren Form des Kryospeicherelements 420 
vorgesehen sein. Erf indungsgemafl kann allgemein die Abdeckung 
oder Abdeckfolie auch als Speichermedium gebildet sein. Bei 
Entnahme des Kryospeicherelements 420 aus dem Speichersubstrat 
4 00 mit einem analog zur Illustration in Figur 2 aufgebauten 
Werkzeug wird die Probe 430 mit dem Probentrager 421, dem Pro- 
bendatenspeicher 422 und dem Ausschnitt der Abdeckfolie 414 
entnommen. Das Speichersubstrat 400 wird in einer Halterung 
fixiert und mit dem passgenauen Stempel 451 (ggf- mit Schneide 
452) und der Stanzeinrichtung 440 vom Grundkorper 410 ge- 
trennt. Die Stanzeinrichtung 440 ist mit einem beweglichen 
Stempel 441 versehen, der nach Abtrennung des Kryospeicherele- 
mentes 420 dieses aus der Stanzeinrichtung herausdruckt . 

Figur 12 zeigt eine gegeniiber Figur 11 abgewandelte Ausfuh- 
rungsform am Beispiel eines einzelnen Kryospeicherelementes 
420 mit dem Probentrager 421 und der Probenaufnahme 423 . Bei 
dieser Gestaltung ist die Abdeckung 414 durch eine zwei- 
schichtige Folie gebildet. Auf dem Probentrager 421 liegt eine 
porose Schicht 415 als Abdeckung auf. Dariiber befindet sich 
eine dichte Schicht 416 mit einer aus der Substratebene abste- 
henden Verlangerung 417. Die Verlangerung 417 kann manuell 
oder mit einem entsprechenden Werkzeug vom Substrat weggezogen 
werden. Dabei wird die untere Schicht 415 am Probentrager 421 
freigelegt. Diese Prozedur kann im tief gef rorenen oder auch im 
aufgetauten Zustand erfolgen. Die Probenaufnahme 423 wird 
zeitweilig teilweise geoffnet. Es kann ein rascher Austausch 
der Fllissigkeit in der Probenaufnahme 423 erfolgen. Es konnen 
bspw. Kryoprotektive aus der Zellsuspension ausgewaschen wer- 
den. 
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Die Abdeckung 414 kann auch Daten oder Markierungen zur Iden- 
tifizierung der Probe enthalten. Gemafi abgewandelten Gestal- 
tungen kann ein aus weiteren Schichten gebildeter Aufbau der 
Abdeckung 414 vorgesehen sein. 

Das Prinzip der mehrschichtigen Abdeckung ist auch in Figur 13 
am Beispiel einer weiteren Ausf uhrungsf orm der Erfindung ge- 
zeigt. Da Speichersubstrat 500 umfasst wiederum einen Grund- 
korper 510 mit pilzf ormigen Vorspriingen 511, auf denen die 
Probentrager 521 sitzen. Die Probentrager 521 sind Formteile 
jeweils mit einer Probenauf nahme 523 auf der Oberseite und ei- 
ner Fixierausnehmung 524 auf der Unterseite. Die Fixierausneh- 
mungen 524 und die Vorsprunge 511 wirken wie Druckknopfe als 
losbare mechanische Verbindungen zusammen. Auf der zu den Pro- 
bentragern 521 entgegengesetzten Seite befindet sich als Spei- 
chermedium 512 eine Datentragerschicht , die die Probendaten- 
speicher 522 bildet, die den jeweiligen Probentragern 521 zu- 
geordnet sind. Die Abdeckung 514 erfolgt nach dem Doppel- 
schichtprinzip, das in Figur 12 illustriert ist. 

Zur Entnahme eines Probentragers 521 im gefrorenen Zustand des 
Speichersubstrates 500 wird ein hobel- oder keilf ormiges Werk- 
zeug unter den Probentrager 521 geschoben. Mit dem Werkzeug 
wird die Verbindung zwischen dem jeweiligen Vorsprung 511 und 
der Fixierausnehmung 524 gelost. Die Probe wird damit mit dem 
Probentrager 521 und Teilen der Abdeckung 514 vom Speichersub- 
strat 500 abgetrennt. Auch bei dieser Ausf uhrungsf orm geht bei 
der Abtrennung die Verbindung zum Probendatenspeicher 522 ver- 
loren. Allerdings konnen Probendaten auch im entsprechenden 
Teil der Abdeckung 514 vorgesehen sein. 
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Die in den Figuren 14 bis 26 dargestellten Ausf uhrungsf ormen 
der Erfindung zeichnen sieh dadurch aus, dass das Speichersub- 
strat 600 durch mindestens eine Leiterplatte 610 gebildet 
wird, die dem Grundkorper entspricht und auf die ein oder meh- 
rere Kryospeicherelemente 620 wie elektrische Schaltkreise 
(Chips) aufgesetzt sind. Die Leiterplatte 610 tragt elektri- 
sche (Leiterbahnen) oder optische (Lichtleiterf asern) Verbin- 
dungen 611, die jeweils eine Auf nahmef assung 612 zur Aufnahme 
von einem Kryospeicherelement mit einer externen (nicht darge- 
stellten) Steuereinrichtung verbinden. Die Auf nahmef assung 
entspricht im Wesentlichen dem Sockel einer herkommlichen 
Schaltkreisf assung, in dem die Kontakte des Kryospeicherele- 
ments (siehe z. B. Figur 15) eingesetzt werden. An den Aufnah- 
mefassungen 612 konnen zusatzlich jeweils Schaltkreise zur 
Signalanpassung, Signalumsetzung oder Detektion der auf den 
Verbindungsleitungen 611 oder von auf optischem Wege strahlend 
gelieferten Datensignalen vorgesehen sein. 

Die Verbindungsleitungen 611 konnen auf der Oberseite der Lei- 
terplatte 610 mit den Auf nahmef assungen 612 (oberes Teilbild 
von Figur 14) oder auf der entgegengeset zten Seite (unteres 
Teilbild von Figur 14) vorgesehen sein. Im letzteren Fall kon- 
ne die Auf nahmef assungen 612 dichter angeordnet werden. Das 
untere Teilbild von Figur 14 zeigt ferner, dass auf der Lei- 
terplatte 610 auch ein Rechnerschaltkreis 613 zur Ansteuerung 
der Kryospeicherelemente, ggf . mit einem gesonderten RAM- 
Speicher, vorgesehen sein kann. 

Jede Auf nahmefassung 612 ist zur Aufnahme eines Kryospeicher- 
elementes 620 eingerichtet . Jedes Kryospeicherelement 620 um- 
fasst analog zu den oben erlauterten Funktionen einen Proben- 
trager 621, der mit dem Probendatenspeicher 622 verbunden ist. 
Gemafi einer besonderes vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orm der Er- 
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findung wird das Kryospeicherelement durch einen an sich be- 
kannten integrierten Schaltkreis (z. B. Speicherbaustein) ge- 
bildet. Der Schaltkreis enthalt als Probendatenspeicher 622 
mindestens einen RAM-Speicher . Das Kryospeicherelement 620 
kann auch einen kompletten Rechnerschaltkreis enthalten, mit 
dem die Funktion des Kryospeicherelements verwaltet wird und 
liber den das Kryospeicherelement nach auflen kommuniziert . Der 
Probentrager 621 ist vorzugsweise in oder in Verbindung mit 
der Kunststof fabdeckung oder Verkapselung des integrierten 
Schaltkreises gebildet. 

Die Probenaufnahme 623 ist z. B. gemafi Fig, 15 eine Ausnehmung 
in der Kunststof fabdeckung. Bei einem herkommlichen Chip mit 
einer Grolie von 7 * 14 mm kann die Probenaufnahme 623 eine 
Grundflache von ca. 4 ' 10 mm bei einer Tiefe von 1 mm besit- 
zen. Bei diesen Maften konnen im Kryospeicherelement 620 bis zu 
ftinf Millionen Zellen untergebracht werden. 

Auf dem Boden der Probenaufnahme 623 konnen zusatzliche Steu- 
ereinrichtungen zur Manipulierung der Probe Sensor- und/oder 
Anzeigeeinrichtungen 624 vorgesehen sein. Die Steuereinrich- 
tungen umfassen ggf . Kiihl- und Heizelemente, z. B. Peltier- 
Elemente, Widerstandsheizelemente, zur gesteuerten Abkuhlung 
oder Erwarmung der Probe oder Materialien mit erhohter Warme- 
kapazitat zur Reduzierung der Warmebelastung der Probe wahrend 
eines Chiptransportes . Als Anzeigeeinrichtung kann eine Licht- 
quelle vorgesehen sein, die bspw. einen bestimmten Zustand des 
Kryospeicherelements 620 bzw. der Probe signalisiert oder die 
als Messlichtquelle fur Messungen an der Probe 630 dient. Zu- 
satzlich ist das Kryospeicherelement 620 mit einer Abdeckung 
614 versehen, die die Probe von Kontamination, Verdunstung und 
Sublimation schiitzt. Die Abdeckung 614 ist bspw. eine Plastik- 
kappe, eine auf geschweiBte Folie oder ein anderes schichtfor- 
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miges Bauteil, das eine dichte, losbare Verbindung mit dem 
Probentrager 621 eingeht. 

Der Probentrager 621 dient auch als Fuhrung fur die Kontaktfu- 
J3e 625 des Kryospeicherelements . Die Kontaktfufie sind insbe- 
sondere mit dem Probendatenspeicher 622 und ggf. den Steuer- 
und Anzeigeeinrichtungen 624 verbunden. 

Im Gegensatz zu den aus der zellularen Biotechnologie bekann- 
ten Diagnosechips besteht beim Kryospeicherelement 620 zwi- 
schen der Probe 630 und dem Probendatenspeicher 622, den Steu- 
er- und/oder Anzeigeeinrichtungen 624 keine Verbindung, die 
auf eine Erfassung elektrischer Parameter der in der Probe 
eingef rorenen Zellen gerichtet ist. 

Die Abdeckung 614 gemaft Figur 15 kann auch durch einen Kryobe- 
halter 615 gemafi Figur 16 ersetzt werden. Mit dem Kryobehalter 
615 wird die Oberseite des Probentragers 621 als Gefaft gebil- 
det, das analog zu einem herkommlichen Kryogefafi aufgebaut 
ist. Es kann insbesondere ein Deckel 616 mit einer abgedichte- 
ten Schraubverbindung zum zylinderf ormigen Behalterkorper 617 
vorgesehen sein. Der Kryobehalter 615 besteht aus einem kalte- 
resistenten Kunststof fmaterial . Die in Figur 16 dargestellte 
Ausfuhrungsform der Erfindung besitzt den vor Vorteil, dass 
der Kryobehalter 615 auch manuell, z. B, durch Pipettieren, 
beschickt werden kann. 

Einzelheiten weiterer Ausf iihrungsf ormen erf indungsgemalier 
Kryospeicherelemente 620 sind in den Figuren 17 bis 26 ge- 
zeigt. Das Kryospeicherelement 620 gemaft Fig. 17 umfasst einen 
Probentrager 621 und einen Probendatenspeicher 622. Der Pro- 
bendatenspeicher 622 ist wie ein an sich bekannter elektroni- 
scher Speicherchip mit Kontaktelektroden 625 und einer Verkap- 
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selung 626 aufgebaut, in der ein Speicherschaltkreis und ggf . 
ein Rechnerschaltkreis angeordnet sind. Die Verkapselung 62 6 
besteht typischerweise aus einem Kunststof fmaterial . 

Der Probentrager 621 ist auf der Oberseite der Verkapselung 
626 befestigt oder als Teil der Verkapselung 626 gebildet. Der 
Probentrager 621 besteht aus einem Kunststof f rahmen 627 , in 
den zur Probenauf nahme mindestens ein Kryobehalter 615 integ- 
riert ist. Der Kunststof f rahmen 627 ist beispielsweise ein 
Spritzgussteil mit einer Grofte entsprechend der Oberflache der 
Verkapselung 62 6. Die seitlichen Rahmenteile sind mit Bohrun- 
gen versehen, in denen die Kryobehalter 615 angeordnet sind. 

Jeder Kryobehalter 615 bildet mindestens eine langgestreckte 
Probenkammer . Die mindestens eine Probenkammer besitzt eine 
langgestreckte Form derart, dass der Innenquerschnitt wesent- 
lich kleiner als ihre Langsausdehnung ist. Als Probenkammern 
sind beispielsweise Schlauche, Hohlnadeln, Kapillaren oder 
dgl. vorgesehen. Der Innendurchmesser einer Probenkammer liegt 
beispielsweise im Bereich von 5 Jim bis 4 mm. Die Lange kann 
beispielsweise im Bereich von 0.5 cm bis 10 cm gewahlt sein. 
Der Quotient aus Querschnittsdurchmesser und Lange einer Pro- 
benkammer ist vorzugsweise kleiner als 1/10. Die Bereitstel- 
lung von mindestens einem Kryobehalter 615 in Rohr- oder 
Schlauchform besitzt die Vorteile einer schnellen Beschickung 
oder Leerung der Probenkammern , einer hohen Miniaturisierbar- 
keit und einer hohen Einf riergeschwindigkeit . 

Bei der in Fig. 17 illustrierten Ausf uhrungsf orm der Erfindung 
ist zunachst ein Kryobehalter 615 durch einen maanderf ormig in- 
den Rahmen 627 eingelegten Schlauch (teilweise dargestellt) 
gebildet. Nach Beschickung des Kryobehalters 615 iiber die 
Schlauchenden (siehe Pfeile) konnen die gestrichelt einge- 
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zeichneten Teile des Schlauches abgeschnitten werden, so dass 
die durchgezogen gezeichneten Abschnitte als getrennte Kryobe- 
halter (z. B. 616) zuruckbleiben. Alle Kryobehalter 615 sind 
einheitlich mit einer gemeinsamen Probe 630 beschickt, die 
vorteilhafterweise in Teilproben unterteiit ist. Mit einer me- 
chanischen Trenneinrichtung 400 konnen die Teilproben (z. B. 
616) vom Kryoelement 620 im gefrorenen oder im aufgetauten Zu- 
stand abgetrennt werden, ohne dass die librigen Teilproben 
beeinflusst werden. 

Auf der Oberflache der Verkapselung 626 und/oder am Rahmen 627 
der Probenauf nahme 623 konnen zusatzliche Steuereinrichtungen 
zur Manipulierung der Probe und/oder Sensor- und/oder Anzeige- 
einrichtungen 624 vorgesehen sein. Die Steuereinrichtungen um- 
fassen ggf. Kuhl- und Heizelemente, z. B. Peltier-Elemente, 
Widerstandsheizelemente oder dgl. Sie dienen der gesteuerten 
Abkiihlung oder Erwarmung der Probe oder Materialien mit erhoh- 
ter Warmekapazitat zur Reduzierung der Warmebelastung der Pro- 
be, z. B. wahrend eines Chiptransportes . Die Sensor- und/oder 
Anzeigeeinrichtungen konnen eine Lichtquelle aufweisen, die 
bspw. einen bestimmten Zustand des Kryospeicherelements 620 
bzw. der Probe signaiisiert oder als Messlichtquelle fur Mes- 
sungen an der Probe 630 dient. 

Zusatzlich kann jedes Ende eines Kryobehalters 615 mit einer 
Abdeckung 614 versehen sein, die die Probe vor Kontamination, 
Verdunstung und Sublimation schutzt. Die Abdeckung 614 ist 
bspw. eine Plastikkappe, eine auf geschweiftte Folie oder ein 
anderes Bauteil, das eine dichte Verbindung mit den Enden des 
jeweiligen Kryobehalters 615 eingeht. Ist als Kryobehalter ein 
Schlauch vorgesehen, so kann die Abdeckung auch durch einen ' 
Teil des Schlauches selbst gebildet sein, indem dieser an sei- 
nen Enden zugeklemmt wird. 
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Anstelle eines durchgehenden und ggf. zugeschnittenen Schlau- 
ches gemaft Fig. 17 konnen als Probenauf nahme 623 auch eine 
Vielzahl rohrformiger Kryobehalter 615 aus einem starren Mate- 
rial vorgesehen sein, die quer (Fig. 17) oder parallel (Fig. 
18) zur Langsausrichtung des Kryoelements 620 ausgerichtet 
sind. Bei der Ausf iihrungsf orm gemail Fig. 18 sind beispielswei- 
se 5 Kryobehalter 615 in die Verkapselung 626 integriert (ein- 
geschlossen) . Dies kann durch Eingieften der Kryobehalter 615 
in das Verkapselungsmaterial oder ein Aufkleben erfolgen. Die 
Kryobehalter 615 werden durch Hohlnadeln oder Kapillaren ge- 
bildet . 

Die Beschickung eines Kryobehalters 1 615 erfolgt, indem an ein 
Ende ein Unterdruck angelegt und uber das entgegengeset zte 
Einlassende 617 die Kryoprobe aufgenommen wird. Anstelle der 
Ausiibung des Unterdrucks kann auch eine Probenaufnahme unter 
Wirkung von Kapillarkraf ten im Innern des Kryobehalters 615 
vorgesehen sein. Insbesondere bei der Gestaltung gemaft Fig. 18 
konnen in die einzelnen Kryobehalter 615 gleiche oder ver- 
schiedene Kryoproben 631, 632, ... aufgenommen werden. Die 
Kryobehalter 615 sind vorzugsweise derart voneinander 
beabstandet, dass die Einlassenden 617 entsprechend dem Format 
einer Mikro- oder Nanotiterplatte ausgerichtet sind. 

Gemaii einer alternatives in Fig. 19 illustrierten Ausfuh- 
rungsform des erf indungsgemaften Kryoelements 620 wird der 
Kryobehalter 615 des Probentragers 622 durch einen Schlauch 
gebildet, dessen Durchmesser in Langsrichtung des Schlauches 
veranderlich ist. Es wechseln sich Abschnitte 618 mit einem 
geringen Durchmesser und Teilkammern 619 ab, in denen der 
Schlauch erheblich verbreitert ist. Der Kryobehalter 615 um- 
fasst eine Vielzahl von Teilkammern 619, die vorteilhaf terwei- 

! 
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se mit einer mechanischen Trenneinrichtung 4 00 vom Kryoelement 
620 abgetrennt werden konnen. Der Kryobehalter ist. auf der 
Verkapselung 626 des Probendatenspeichers 622 befestigt (z. B . 
aufgeklebt oder teilweise eingegossen) . Die Beschickung des 
Kryobehalters 615 erfolgt unter Ausubung eines Unterdruckes 
derart, dass iiber das Einlassende 617 die suspendierte Kry- 
oprobe in den Kryobehalter 615 eingesogen wird. 

Gemaft Fig. 20 kann der Kryobehalter 615 auch aus einem 
Schlauch gebildet sein, der nur eine Teilkammer 619 aufweist, 
die wie dargestellt iiber einen Schlauchabschnitt 618 oder al- 
ternativ iiber mehrere Schlauchabschnitte beschickt oder ent- 
leert wird. Die Teilkammer 619 gemaft Fig. 20 ist beispielswei- 
se aus einem Folienmaterial gebildet, dass auf die Verkapse- 
lung 626 aufgeklebt ist. 

Im Gegensatz zu den aus der zellularen Biotechnologie bekann- 
ten Diagnosechips besteht beim Kryospeicherelement 620 zwi- 
schen der Probe 630 einerseits und dem Probendatenspeicher 622 
und/oder den Steuer-, Sensor und/oder Anzeigeeinrichtungen 624 
andererseits keine Verbindung, die auf eine Erfassung elektri- 
scher Parameter der in der Probe eingef rorenen Zellen gerich- 
tet ist. 

In den Figuren 21 und 22 sind weitere Einzelheiten der Beschi- 
ckung von und der Probenentnahme aus Kryoelementen 620 illust- 
riert. Die Beschickung erfolgt gemali Fig. 21 beispielsweise 
mit einer Ladeeinrichtung, die einerseits eine Vielzahl von 
Probenreservoiren 710 und andererseits eine Druckeinrichtung 
720 aufweist. Das Kryospeicherelement 620 umfasst analog zu 
der in Fig. 17 gezeigten Ausfuhrungsf orm einen rahmenf ormigen 
Probentrager 621, an dem eine Vielzahl von Kryobehaltern 615 
in Form von Kapillaren oder Schlauchen angeordnet sind, deren 
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Einlassenden 617 in die Probenreservoire 710 ragen. Die Pro- 
benreservoire 710 sind beispielsweise Vorratsbehalter, in de- 
nen sich Proben nach der Gewinnung von einem Probanden befin- 
den. Die Druckeinrichtung 720 umfasst einen Druckaufsatz 721, 
der druckdicht auf die entgegengesetzten Enden der Kryobehal- 
ter 615 aufsetzbar ist, und eine Anschlussleitung 722, iiber 
die alle Kryobehalter 615 mit einem Unterdruck beauf schlagbar 
sind. Die Enden der Kryobehalter 615 sind vorzugsweise zur ge- 
meinsamen Aufnahme des Druckauf satzes 721 eingerichtet an ei- 
nem Rahmenteil angebracht. Sie konnen beispielsweise in der 
Oberflache des Rahmens 627 munden. Unter der Wirkung des Un- 
terdruckes werden Proben 630 in die Kryobehalter 615 gesogen. 

Nach der Beschickung des Probentragers 621 wird das Kryospei- 
cherelement 620 von der Ladeeinrichtung getrennt. Die Einlass- 
enden 617 werden ggf . bis zum Rahmen 627 gekiirzt. Das Kryo- 
speicherelement 620 wird auf ein Speichersubstrat 610 (siehe 
Fig. 14) aufgesetzt und mit diesem in eine Umgebung mit redu- 
zierter Temperatur, z. B. ein Kryogefaft in einer Kryobank 
uberfiihrt . 

In Fig. 22 ist eine Moglichkeit der Probenentnahme von einem 
Kryospeicherelement 620 mit einem maanderf ormig gefuhrten 
Kryobehalter 615 illustriert. Die Teilproben 616 werden mit 
einer mechanischen Trenneinrichtung 400, z. B. einer Schneid- 
einrichtung, abgetrennt. Dies kainn vorteilhaf terweise im Zu- 
stand reduzierter Temperatur erfolgen, so dass die ubrige Pro- 
be unverandert bleibt. 

In den Fig. 23 bis 26 sind Ausfuhrungsf ormen erf indungsgemaft 
verwendeter Kryospeicherelemente 620 gezeigt, bei denen im Un- 
terschied zu den oben beschriebenen Ausfuhrungsf ormen ■ der Pro- 
bentrager 621 nicht in eine Verkapselung des Speicherschalt- 
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kreises, sondern in dessen Substratmaterial integriert ist. 
Fig. 23 zeigt beispielsweise einen Teil eines Kryospeicherele- 
ments 620 (ohne Verkapselung und ohne Kontaktf ufte) . Es ist 
ausschnittsweise ein Speicherschaltkreis 800 mit einem Sub- 
strat 810 und integrierten Bauelementen 820 dargestellt. Das 
Substrat ist beispielsweise ein Halbleiterwaf er , wie er libli- 
cherweise zur Herstellung integrierter Schaltkreise verwendet 
wird. Auf der Oberseite des Substrats 810 sind die Bauelemente 
820 mit an sich bekannten Methoden der Halbleitertechnologie 
prozessiert. Auf der Unterseite des Substrats 810 sind als 
Probenauf nahmen kanalf ormige Probenkammern 623 gebildet, die 
mit einer Deckschicht 830 verschlossen sind. Die Probenkammern 
623 besitzen Ausmafte von beispielsweise 400 pm (Querschnitts- 
dimension) und 20 mm (Lange) . Die Probenkammern 623 konnen 
auch in einer strukturierten Substratschicht gebildet sein, 
die auf dem Substrat angeordnet ist (siehe Figur 24) . Die 
Deckschicht 830 besteht aus einem Kunststof fmaterial , Glas 
oder einem Halbleitermaterial . 

Es konnen auch mehrere Ebenen mit Probenkammern 623 vorgesehen 
sein, wie dies in Fig. 24 illustriert ist. Auf dem Substrat 
810 kann eine erste strukturierte Substratschicht 811 mit Pro- 
benkammern 623 und einer ersten Deckschicht 830 vorgesehen 
sein. Auf der ersten Deckschicht 830 kann mindestens eine wei- 
tere strukturierte Substratschicht 812 mit Probenkammern 623 
und einer weiteren Deckschicht 831 vorgesehen sein. Bei dieser 
Ausfiihrungsf orm wird vorteilhafterweise ein vergroliertes Pro- 
benvolumen am zugehorigen Probendatenspeicher aufgenommen. Die 
Befullung oder Probenauf nahme an den Kryospeicherelementen 620 
gemaft den Figuren 23 und 24 erfolgt uber Schlauchanschliisse, 
die in die Verkapselung der Probendatentrager 622 integriert 
sind und nach der Verwendung abgeschnitten oder abgeklemmt 
werden. 
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In den Figuren 25 und 26 sind verschiedene Geometrien der ka- 
nalf ormigen Probenauf nahmen 623 in den Substraten 810 schema- 
tisch illustriert. Es konnen beispielsweise maanderf ormige 
oder U-formige Kanalformen mit verschiedenen Querschnittsdi- 
mensionen vorgesehen sein, die ggf . ineinander verschachtelt 
angeordnet sind. 

Die in den Figuren 14 bis 26 dargestellten Ausf uhrungsf ormen 
der Erfindung besitzt eine Reihe von Vorteilen. Das Kryospei- 
cherelement wird durch einen elektronischen Chip gebildet, der 
als Probendatenspeicher einen elektronisch von auften be- 
schreibbaren und lesbaren Speicher enthalt. Eine temperaturab- 
hangige Justage eines Lese-/Schreibkopf es -etwa wie bei einem 
CD-Speicher ist nicht erf orderlich. In dem Chip befindet sich 
mindestens eine Probenauf nahme entsprechend fur eine oder meh- 
rere Proben. Der Chip und/oder die Auf nahmef assung konnen mit 
einer elektronischen Schaltung zur Ansteuerung zusatzlicher 
Funktionselemente, Sensoren und/oder Alarmsystemen ausgestat- 
tet sein. Der in Figur 14 gezeigte Aufbau kann als dreidimen- 
sionales Mehrebenen-Kryosubstrat hergestellt werden, bei dem 
mehrere Leiterplatten 610 mit einer Vielzahl von Kryospeiche- 
relementen ubereinander gestapelt werden. 

Die chipformigen Speicherelemente konnen problemlos im gefro- 
renen Zustand von der Leiterplatte entnommen und auf andere 
Leiterplatten, Messeinrichtungen oder Bearbeitungsstationen 
iibertragen werden, ohne dass die Probendaten verloren gehen. 
Die Kryospeicherelemente sind von auften elektronisch adres- 
sierbar . 

Zusatzlich konnen zur Mehrf achabsicherung die Kryospeicherele- 
mente mit einer oder mehreren Kennungen, automatisch lesbaren 
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oder visuell kontrollierbaren Farbmarkierungen versehen sein. 
Die Kryospeicherelemente gemaft Figur 15 lassen sich gegenuber 
den Dimensionen herkornmlicher integrierter Schaltkreise auch 
weiter miniaturisieren . Bei Miniaturisierung wird eine opti- 
sche Ansteuerung anstelle der elektrischen Kontaktierung be- 
vorzugt . 

Die mindestens eine Leiterplatte eines Speichersubstrates kann 
mit einem Computer-Bus-System verbunden sein, mit dem eine in- 
dividuelle Abfrage und Ansteuerung der einzelnen Kryospeiche- 
relemente erfolgt. Die in Figur 15 dargestellte Form von Kry- 
ospeicherelementen kann anwendungsabhangig abgewandelt werden 
(z. B. runde oder mehreckige Probentrager) . 

Wichtige Merkmale der Erfindung werden im Folgenden zusammen- 
gefasst. 

Erf indungsgemafte Speichersubstrate kombinieren eine Material- 
aufnahme mit einer probenspezif ischen Datenauf nahme . Wahrend 
der Tief temperaturlagerung ist die selektive Entnahme von Ma- 
terial (Zellen, Zellsuspensionen) und das Lesen/Ablegen von 
Daten und/oder Datenmaterial moglich. 

Die Datenidentif izierung wird mehrfach abgesichert, indem die 
Proben und die Probendatenspeicher an den gleichen oder unmit- 
telbar aneinandergrenzenden Substratpositionen angeordnet 
sind. Zusatzlich kann das Speichersubstrat gefarbt sein, so 
dass allein aus der Farbung des Kryospeicherelements und des 
Grundkorpers festgestellt werden kann, aus welchem Speicher- 
substrat die jeweilige Probe stammt. 

Die Kryospeicherelemente sind leicht desinf izierbar und wie- 
derverwendbar . Sie bilden ferner einen Schutz fur die Proben- 
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datenspeicher gegeniiber den Umgebungsbedingungen bei der er- 
f indungsgemalien Kryokonservierung . 

Es ist ferner moglich, die Grundkorper. und Kryospeicherelemen- 
te eines Speichersubstrates einheitlich mit einem Farbton oder 
einem digitalen oder analogen Erkennungsmuster zu versehen, 
die jederzeit eine eindeutige Zuordnung beider Teile zulasst. 
Dies besitzt Vorteile fur eine automatisierbare optische Kon- 
trolle (z. B. Farb- und Codierungserf assung) . 

Auf dem erf indungsgemalien Kryospeicher konnen erstmals Proben- 
daten in Kilobyte- bis Megabytebereich gespeichert werden. 
Dies ist insbesondere bei der Speicherung von Messergebnissen 
von Vorteil. 

Wahrend der Nutzungsdauer eines Speichersubstrates konnen je- 
derzeit Daten erganzt werden (Datenakkumulation) . Auf diese 
Weise lassen sich alle an den Proben erworbenen Daten bzw. al- 
le ausgefuhrten Manipulationen, Messungen, Behandlungen oder 
dergleichen liickenlos probenspezif isch dokumentieren . 

Es konnen spezifische Behandlungen der Proben insbesondere in 
den Chip-fdrmigen Speicherelementen selektiv mit einer Proze- 
durprogrammierung und -speicherung durchgefuhrt werden. Bei- 
spielsweise kann im Rahmen einer Kryokonservierung ein be- 
stimmtes Heiz-, Kuhl-, Mess-, Kontroll- und Alarm- 
/Anzeigeprogramm abgearbeitet und im Progammdatenspeicher do- 
kumentiert werden. Im gefrorenen Zustand konnen verschiedene 
Kryospeicherelemente verschiedene Temperatur- Oder Messpro- 
gramme durchlaufen. Es kann z. B. lokal ein Auftauen ausgelost 
werden, urn eine Messung an der Probe durchzufiihren . Die oben 
genannten Heizelemente konnen bei alien Ausf iihrungsf ormen er- 
findungsgemafier Speichersubstrate fur eine lokale Erwarmung 
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von Speichermedien verwendet werden. Auf die Speichermedien 
kann bei lokaler Erwarmung zugegriffen werden, wahrend die zu- 
gehorige Probe im kryokonservierten Zustand verbleibt, 

Es kann erf indungsgemaft vorgesehen sein, dass das Speichersub- 
strat mit einer rein elektronischen Datenbank kombiniert be- 
trieben wird, in der die Probendaten des Speichersubstrates 
gespiegelt abgelegt sind. 

Die Abdeckung der Probenauf nahmen kann teilweise oder voll- 
standig transparent sein. Durch diese Schicht werden optische 
und andere Messverf ahren in die Probenauf nahme eingekoppelt . 
Beispielsweise konnen die Proben bildhaft dargestellt werden. 
Es sind Fluoreszenzmessungen, dielektrische Messungen und/oder 
Ultraschalldarstellungen moglich . 

Eine erf indungsgemafte Kryodatenbank umfasst eine Vielzahl der 
eriauterten Speichersubstrate, eine Steuereinrichtung und eine 
Bearbeitungseinrichtung zur Manipulierung der Speichersubstra- 
te und zur Entnahme von Proben. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspruchen und den 
Zeichnungen offenbarten Merkmale der Erfindung konnen sowohl 
einzeln als auch in beliebiger Kombination fur die Verwirkli- 
chung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausgestaltungen von 
Bedeutung sein. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Kryokonservierimg, bei dem auf einem 
Speichersubstrat eine Vielzahl von Proben angeordnet und posi- 
tionsspezif isch Probendaten, die fur Merkmale von jeweils ei- 
ner Probe charakteristisch sind, gespeichert werden. 

2. Verfahren gemaii Anspruch 1, bei dem die Probendaten 
auf dem Speichersubstrat an, neben oder unter der zugehdrigen 
Probe gespeichert werden. 

3. Verfahren gemaii Anspruch 1 oder 2, bei dem als Proben- 
daten Inf ormationen zur Identif izierung der Proben, Informati- 
onen iiber Substanzmerkmale der Proben, Messergebnisse und/oder 
Behandlungsschritte gespeichert werden. 

4. Verfahren gemaii einem der vorhergehenden Anspriiche, 
bei dem die Probendaten im gekuhlten Zustand des Speichersub- 
strates gelesen und/oder geschrieben werden. 

5. Verfahren gemaii einem der vorhergehenden Anspriiche, bei 
dem jeweils eine Probe auf einem Probentrager angeordnet und 
die zugehorigen Probendaten in einem Probendatenspeicher ge- 
speichert werden, wobei jeweils ein Probentrager und ein Pro- 
bendatenspeicher ein Verbundbauteil bilden, das zur Probenent- 
nahme vom Speichersubstrat losbar ist. 

6. Verfahren gemaii Anspruch 5, bei dem eine Probe vom Sub- 
stratspeicher in Verbindung mit den gespeicherten Probendaten 
entnommen und auf ein anderes Substrat oder zu einer Meii- oder 
Behandlungseinrichtung liberfiihrt wird. 
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7. Verfahren gemalo einem der vorhergehenden AnspriAche, bei 
dem die Probendaten optisch, magnetisch, topographisch oder 
elektromagnetisch gespeichert werden. 

8. Verfahren gemaft einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Proben Suspensionen von mindestens einer Zelle, Zell- 
bestandteilen, Zellaggregaten und/oder Gewebe umfassen. 

9. Verfahren gemaft Anspruch 8, bei dem die Proben zusatzlich 
Referenz- und Sondenproben umfasst. 

10. Verfahren gemaft einem der vorgehenden Anspruche, bei dem 
an einer gefrorenen, erwarmten oder aufgetauten Probe im ge- 
kuhlten Zustand des iibrigen ■ Speichersubstrats eihe Messung 
und/oder eine Behandlung erfolgt und die Messergebnisse als 
Probendaten gespeichert werden. 

11. Verfahren gemafi einem der vorgehenden Anspruche, bei dem 
eine Steuerung des Zustandes mindestens einer Probe auf dem 
Speichersubstrat mit einem der Probe zugeordneten Rechner- 
schaltkreis erfolgt . 

12. Speichersubstrat zur Kryokonservierung einer Vielzahl von 
Proben, das eine Vielzahl von Kryospeicherelementen enthalt, 
die jeweils durch ein Verbundbauteil aus einem Probentrager 
und einem Probendatenspeicher gebildet werden. 

13. Speichersubstrat gemali Anspruch 12, bei dem jedes Kryo- 
speicherelement losbar in einem Grundkorper des Speichersub- 
strates angeordnet ist. 
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14. Speichersubstrat gemaft einem der Anspruche 12 ocier 13, 
bei dem als Kryospeicherelement ein Formteil vorgesehen ist, 
das den Probentrager und den Probendatenspeicher umfasst. 

15. Speichersubstrat gemafi einem der Anspruche 12 oder 13, 
bei dem als Kryospeicherelement ein integrierter Schaltkreis 
mit einem Speicher vorgesehen ist, der mit mindestens einem 
Probentrager zur Aufnahme jeweils einer Probe ausgestattet 
ist. 

16. Speichersubstrat gemafi Anspruch 15, bei dem der Proben- 
trager in den Aufbau des integrierten Schaltkreises integriert 
ist . 

17. Speichersubstrat gemafi Anspruch 16, bei dem der Proben- 
trager einen Kryobehalter aufweist. 

18. Speichersubstrat gemaft Anspruch 16, bei dem der Proben- 
trager mindestens eine schlauch-, kapillar- oder kanalformige 
Probenkammer aufweist. 

19. Speichersubstrat gemafi Anspruch 16, bei dem der Proben- 
trager als kanalformige Probenauf nahme in einem Substrat des 
integrierten Schaltkreises vorgesehen ist. 

20. Speichersubstrat gemaft Anspruch 16, bei dem das Kryospei- 
cherelement einen Rechnerschaltkreis enthalt, mit dem die 
Funktion des Kryospeicherelements verwaltet wird und uber den 
das Kryospeicherelement nach auften kommuniziert . 

21- Kryospeicherelement, das einen Probentrager fur eine Pro- 
be und einen Datenspeicher zur Speicherung von Probendaten um- 
fasst . 
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22. Verfahren zum Betrieb einer Kryobank, bei dem die Proben 
mit einem Verfahren gemafi einem der Anspruche 1 bis 11 kryo- 
konserviert und/oder behandelt werden. 
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ABSTRACT 



With a method for cryo-preservation, at least one specimen 
is arranged on a storage substrate and specimen data, which 
are characteristic for features of the specimen, are stored at 
specific positions. Also, a storage substrate for cryo-preser- 
vation with such a method is described. 
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CRYOSTORAGE METHOD AND DEVICE 

[0001] The present invention relates to methods for cryo- 
storage of specimens, in particular, for the production, 
storage, and manipulation of biological specimens in a 
cryo-preserved or in a thawed condition, such as, for 
example, a cryo -preservation method for biological cells. 
The invention relates also to methods for writing and 
reading of data. The invention further relates to a device for 
cryo-storage of specimens, in particular, a storage substrate 
for biological specimens, such as, for example, cells or cell 
components, a device for writing and reading of data in 
storage media and a cryo-bank system. The invention also 
relates to uses of the cryo-preservation of biological speci- 
mens. 

[0002] Cryo-preservation is a commonly known method 
for maintaining in particular biologically or medically rel- 
evant materials. These materials include, for example, tissue 
and organs, body fluids, or also individual cells or cell 
components. The cryo-preservation takes place according to 
predetermined procedures in containers or on substrates, 
whose shape is adapted to the material or specimen. Con- 
tainers for cryo-preservation are known, for example, for 
tissue and organs (see DE-OS 199 22 31, EP-A 0 853 238, 
DE-OS 197 25 768, DE-OS 199 05 163), for blood com- 
ponents (see, for example, DE-OS 198 26 350), and for cell 
or drop-shaped cryo-specimens (see, for example, U.S. Pat. 
No. 5,275,016, EP-B 0 475 409, DE-OS 199 21 236, EPB 0 
804 073). 

[0003] A general concern with the cryo-preservation of 
biological specimens is in the ability of the specimen to be 
identified. Cryo-preservation specimens must be able to be 
identified with reference to their origin and characteristics 
with a high degree of certainty, without the necessity of 
thawing. With the macroscopic specimens, this is not a 
problem, since organ or blood containers can be provided 
with an inscription. Locating the cryo-specimen takes place 
in dependence on storage systems of the respective cryo- 
bank. 

[0004] With small cryo-specimens in the form of frozen 
suspension drops, cells, cell aggregates, or cell components, 
the identification of the cryo-specimens is considerably 
problematic. A cryo-specimen would be negligibly small 
compared with the inscription. Often, an interest exists in the 
cryo-preservation of a plurality of microscopically small 
specimens. The storing and identification of small cryo- 
specimens with inscriptions would be impractical. In addi- 
tion, the cryo-preserved cell specimens are available in a 
disordered state with common preservation techniques, 
which are based on the spraying of cell suspensions on cool 
surfaces (see, for example, EP-B 0 475 409). Only large 
amounts of individual specimens can be preserved com- 
monly and unspecifically. 

[0005] With the preservation techniques described in 
EP-B-8-4 073 and DE-OS 199 21 236, an arranged place- 
ment and specific processing of even the smallest specimens 
on the cryo-substrates is possible. The specimen deposition 
takes place, for example, with the use of a micro-drop 
shooting device, which is controlled on the basis of prede- 
termined target coordinates. The specimens are located on 
defined substrate positions, on which also a specific mea- 
surement of specimen properties and identification of the 
specimens is possible. The substrate can be provided with a 



marking, in order to define the specimen positions on the 
substrate. For example, in DE-OS 199 21 236, for the 
matrix-type deposition of cryo-specimens in straight lines 
and columns, it is proposed that the substrate is provide with 
a designation of the columns and lines. This marking tech- 
nique is illustrated in FIG. 27 (prior art). 

[0006] The conventional marking of cry-substrates 
according to FIG. 27 has the following disadvantages. 
While the identification of specimens is possible, however, 
only information about the positions is provided. The limited 
information content of the substrate marking, however, 
represents a problem since, in addition to the specimen 
identification, also additional data, for example, about the 
condition or the history of the specimen or about measure- 
ment results should be available. These data can be stored in 
a parallel-operated data bank. The separate operation of 
cryo- and data banks, however, represents a considerable 
risk for the certainty of the feature allocation to the indi- 
vidual specimens. This risk is critical in particular with 
human medical uses, since a specific mistake can defeat the 
success of a further use of the cryo-specimen. In addition, 
the substrate marking has the disadvantage that specimen 
identification is possible only in connection with the cryo- 
substrate. When a specimen removal takes place, for 
example, such as that described in DE-OS 199 21 236, after 
separation from the cryo-substrate, a specimen identification 
can take place only by an expensive measurement of specific 
characteristics in a thawed state. 

[0007] From DE-OS 197 52 085, a specimen carrier for 
microscopic analysis of a plurality of specimens is known. 
The conventional specimen carrier is formed as a substrate 
with a plurality of specimen receiving spaces, as shown in 
FIG. 28 in schematic plan view (prior art). The substrate, for 
example, has the shape of a plate storage medium (for 
example, a CD). Between a passage hole in the substrate 
center and the associated matrix-type specimen-receiving 
spaces, a ring region is formed. From DE-OS 197 52 085, it 
is known to form these ring regions for storing specimen 
data. The common specimen carrier has the disadvantage 
that it can only be used for receiving liquid specimens and 
not for cryo-preservation. In addition, the storage of speci- 
men data on the inner ring represents the same disadvantage 
as the above-described substrate marking. More data can be 
stored; however, the association to the individual specimens 
is not possible without errors. 

[0008] In addition to the noted disadvantages of the com- 
mon technology, the following basis also exists for the 
minimally developed use, until now, of cryo-preservation, in 
particular, in cellular biotechnology. If a direct freezing of 
biological specimens takes place in a liquid cooling phase 
(for example, nitrogen), a risk of contamination exists. Over 
the cooling phase, viruses can be transmitted to the speci- 
mens. In order to avoid this risk, the contact with the liquid 
phase must be avoided or a sealed covering of the specimens 
must take place. Up to now, this has not been able to be 
realized in a practical manner. 

[0009] From labor technology, specimen carriers, for 
example, in the form of object carriers or micro-titer plates 
are known, which are equipped with data storage media. 
These conventional specimen carriers are not suited for 
cryo-storage. First, they are merely suited for a use at 
ambient room temperature or a refrigerator temperature 
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above the freezing point of water. A use at low temperatures 
has not been provided up to this point. Second, conventional 
specimen carriers are provided as substrates for specimens. 
Treatment, manipulation, or cultivation of the specimens 
takes place on the substrates. For storage in a preserved 
state, the conventional specimen carriers, however, are not 
suitable. In this connection, the containers for cryo-preser- 
vation are used, as described above. Finally, the conven- 
tional specimen carriers are not suitable for an effective 
specimen storage and manipulation. In practice, they must 
be manually transported; storage with high density is impos- 
sible. 

[0010] The object of the present invention is to provide an 
improved method for cryo -preservation, with which the 
disadvantages of the conventional techniques are overcome, 
which has a broader range of use, and in particular, which is 
suited for automated preservation storage. The new method 
for cryo-preservation should make possible, in particular, 
that the specimen data are accommodated in greater amounts 
and with a higher data certainty (that is, with increased 
certainty of the association of specimen data to determined 
specimens). The invention also makes possible a highly 
specific data association to individual cryo -specimens. The 
object of the invention is also to provide devices for imple- 
mentation of the improved cryo -preservation methods 
described above. 

[0011] These objects are solved with the methods or 
devices with the features of patent claims 1, 12, 21 and 22. 
Advantageous embodiments and uses of the invention are 
provided in the dependent claims. 

[0012] The basic idea of the present invention is to arrange 
at least one specimen on a substrate and on the substrate, to 
provide storage of specimen data, which are characteristic 
for the features of the cryo-specimen. The storage of the 
specimen data takes place position-specific in a specimen 
data storage medium, preferably, at the storage position of 
the respective specimen. By means of the storage of speci- 
mens and specimen data on common or closely adjacent or 
adjoining positions of the substrate, a series of advantages is 
achieved. The specimen data are clearly associated by means 
of their storage positions to the respective specimens. A 
mistake in specimen association is impossible. Upon 
removal of specimens, the associated data can be simulta- 
neously read or removed with the storage medium from the 
substrate, so that also, after the removal of the specimen, 
with further processing, the identification of the specimen 
and the association of the specimen data are ensured. A 
removal of individual specimens at desired temperatures, in 
particular, also in a frozen state, can take place. 

[0013] A considerable improvement that can be achieved 
with the present invention is that, first, methods and suitable 
devices can be provided, which are directly optimal for 
storage and preservation of biological specimens over long 
periods of time (months and years) at low temperatures (for 
example, below -50° C). With the invention, a new area of 
use with operating temperatures for the use of data storage 
has been made available, which, prior to the invention, was 
not utilized. 

[0014] Depending on the use, the specimen deposition and 
the data storage can take place at ambient room temperature 
with subsequent cooling to a required preservation tempera- 
ture or also in a cooled state. The inventors have surprisingly 



found that writing as well as reading of data in or out of the 
known storage media (for example, optical storage, mag- 
netic storage, electromagnetic storage, FLASH storage), or 
in special storage media for the object of cryo-storage at 
preservation temperatures beneath the freezing point of 
water are possible. The specimen data sets are reliably 
readable in all phases of a cryo-preservation process. The 
readability of data storage at these types of low tempera- 
tures, that likewise, exclude a writing of data, represents an 
advantage known to the inventors, which amounts to a 
broader usability of the inventive cryo-storage. 

[0015] Particularly advantageous to the present invention 
is the deposition of a plurality of specimens on a common 
storage substrate with a position -specific storage of a plu- 
rality of specimen data sets. The storage substrate serves 
simultaneously as a cryo-substrate with specimen carriers 
for receiving, retaining, and releasing cryo -specimens and as 
data carriers, which stores a plurality of data on the substrate 
position corresponding to the respective specimen positions, 
as in a storage medium known in computer technology. The 
specimens are applied in portions (for example, in drops) 
and isolated from one another as cell suspension volumes 
(for example, as cell suspension drops) on or in the specimen 
carrier of the cryo-substrate. Each specimen carrier is asso- 
ciated with a specimen data storage medium, in which 
associated data are stored. The simultaneous storage of 
specimens and specimen data takes place, such that it is 
stable over long periods of time and it is safeguarded from 
mix-ups. The inventive cryo-preservation is designated as 
"cryo-storage", because of the analogy to electronic data 
storage. 

[0016] According to a preferred embodiment of the inven- 
tion, the cryo-storage takes place on a storage substrate with 
at least one cryo-storage element. Each cryo-storage element 
includes a specimen carrier and a specimen data storage, 
which form therewith an integral component, which is 
removable reversibly or irreversibly from the substrate. The 
specimen carrier and the data storage form a secure con- 
nection, which is attached removably on the storage sub- 
strate for cryo-storage. In order to remove a specimen from 
the storage substrate, the entire cryo-storage element is 
removed from the storage substrate. A subject of the present 
invention is also the cryo-storage element, which includes a 
specimen carrier for receiving a cryo-specimen and a speci- 
men data storage for storage of associated specimen data. 
According to a preferred embodiment of the invention, a 
storage substrate is formed by a base body, which preferably 
has a flat shape, with a plurality of cryo-storage elements. 
The storage substrate can have a predetermined two- or 
three-dimensional geometric form, depending on the use. 
According to a preferred embodiment of the invention, the 
base body of the storage substrate has the form of an optical 
storage plate (CD-ROM), in which the cryo-storage ele- 
ments are integrated, or at least one circuit board, on which 
the cryo-storage elements, like electrical circuits (chips), are 
placed. 

[0017] A subject of the present invention is also a method 
for operating a cryo-bank with a plurality of storage sub- 
strates. On at least one storage substrate, a plurality of 
specimens are stored, which, for example, belong to an 
organism (test subject). The specimens include, for example, 
one or more specific cells of the test subject (for example, 
stem cells, tissue cells). First, the storage of the specimens 
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takes place commonly with the specimen -specific data, in 
particular, data for identification of the type of specimen and 
test subject, identification of the preservation time point, and 
identification of measurement data at the time point of the 
preservation. In the operation of the cryo-bank, specimens 
are removed commonly, with the associated specimen data 
for measurement purposes, diagnostic objectives, or thera- 
peutic methods, and/or to supplement further specimens or 
specimen data. The specimen data include generally all 
features and parameters of the specimen and the specimen 
donor, and if need be, additional information for data storage 
on the storage substrate. An inventively used specimen data 
storage has a storage capacity of at least 4 megabytes, for 
example. 

[0018] By means of the following advantageous features 
of the inventive cryo-storage, the disadvantages of conven- 
tional planar or three-dimensional substrates are overcome. 
The specimens (for example, frozen cell suspension vol- 
umes) are specifically accessible at any point in time. This 
is also true for a low temperature state. The smallest speci- 
men volumes can be arranged at defined substrate positions, 
which have characteristic dimensions in the mm-range or 
less, preferably, however, typically amounts of 10 3 fim 3 
(101010 /mi 3 ) to some 10 nm 3 . The specimens can contain, 
for example, one or a plurality of cells (10 5 to 10 6 cells), cell 
components, biologically relevant objects (such as, for 
example, membrane vesicles, DNA materials, macromol- 
ecules) and/or cell bonds. The specimens can be arranged 
with a high density, the cryo-storage having an increased 
effectiveness. 

[0019] The specimens can be removed selectively in a 
deep-cooled state of the storage substrate, without interrupt- 
ing the cooling of the remaining specimens. For specimen 
reduction and data reading, no thawing of the entire storage 
substrate is necessary. 

[0020] The specimen data can be automatically written or 
read supported by a computer. The association of the speci- 
men data storage and specimen carriers is unique. The 
specimens are stored, such that they are safeguarded from 
misidentification. The association of the removed specimens 
to the specimen data and also to the storage substrate is 
maintained, so that the history of a specimen can be reca- 
pitulated. This represents a particular advantage with medi- 
cal uses of the invention. 

[0021] The cryo-storage elements of the present invention 
are preferably made with the use of low-temperature com- 
patible plastic material, which, on the one hand, forms the 
specimen carrier and on the other hand, forms an embedding 
for the specimen data storage. The plastic material can 
tolerate repetitious temperature changes without change and 
without damage. Preferably, a plastic material is used, whose 
water absorption capacity amounts to <l% of the dead 
weight, in particular, <0.1% of the dead weight. The cryo- 
storage elements according to the present invention are 
based, for example, on polyurethane, poly-tetra-fluoroeth- 
ylene, or polyethylene. The storage substrate of the present 
invention advantageously has a high mechanical stability 
and a long-term durability. The inventive cryo-storage 
makes possible for the first time a secure storage of biologi- 
cal specimens over decades. A cryo-bank can be reliably 
operated over the entire longevity of a donor (test subject), 
for example, for the duration of a human life. The storage 



substrate has a relatively simple structure, which makes 
possible an abundant use of the storage substrates in cryo- 
banks. 

[0022] The invention also has advantages with reference 
to the noted contamination risks. The inventive storage 
substrate makes possible a series of features to be described 
below, by means of which a liquid cooling medium is 
prevented from coming into contact with the specimens. 
Viral contamination is avoided over the cooling phase. Also, 
the condensation of water or other substances on the speci- 
mens is impossible. 

[0023] A further important advantage of the storage sub- 
strate of the present invention is that the stored specimens 
are accessible in a cryo-preserved or thawed state of the 
common measurement and analysis methods (for example, 
optical measurement, microscopic analyses) with simulta- 
neous readability of the data phases. The data in the speci- 
men data storages are also maintained with multiple freezing 
or thawing processes. 

[0024] The cryo-storage takes place with conservation 
conditions chosen depending on the application. The tem- 
perature of the cryo-storage and the chronological cycle of 
decreases or increases in temperature are selected based on 
the preservation object and the material. The preservation 
temperature lies in a region below the ambient room tem- 
perature, preferably, below the freezing point of water with 
normal pressure and with the preferred long-term use, below 
-S0° C. The cryo-temperature is preferably adjusted by 
means of a liquid cooling medium (nitrogen) or the vapor of 
the cooling medium. 

[0025] The invention has the advantage that the smallest 
specimen volumes can be cryo-preserved. This makes pos- 
sible fast temperature changes, reproducible preservation 
conditions, and an individual specimen manipulation, treat- 
ment, or measurement. 

[0026] Further advantages and characteristics of the 
invention are described with reference to the attached draw- 
ings. In the drawings, 

[0027] FIG. 1 is a schematic sectional view of a part of the 
inventive storage substrate according to a first embodiment 
of the invention; 

[0028] FIG. 2 is a schematic illustration of a specimen 
removal from a storage substrate according to FIG. 1; 

[0029] FIGS. 3 through 7 are schematic plan views of 
various forms of specimen and storage arrangements on a 
storage substrate; 

[0030] FIG. 8 is a schematic sectional view of a part of a 
storage substrate according to a second embodiment of the 
invention; 

[0031] FIG. 9 is a schematic view of various geometric 
arrangements of cryo-storage elements; 

[0032] FIG. 10 is a schematic sectional view of a part of 
a storage substrate according to a third embodiment of the 
invention; 

[0033] FIG. 11 is an illustration of the removal of cryo- 
specific elements from an inventive storage substrate 
according to a fourth embodiment of the invention; 
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[0034] FIG. 12 is a schematic illustration of a film-like 
cover on an inventive storage substrate; 

[0035] FIG. 13 is a schematic sectional view of a part of 
a storage substrate according to a fifth embodiment of the 
invention; 

[0036] FIG. 14 are schematic perspective views of storage 
substrates according to a sixth embodiment of the invention; 

[0037] FIG. 15 is a schematic perspective view of a 
cryo-storage element of the storage substrate according to 
FIG. 14; 

[0038] FIG. 16 is a schematic perspective view of a 
modification of the cryo-storage element according to FIG. 
15; 

[0039] FIGS. 17 through 20 are schematic perspective 
views of the inventive cryo-storage element according to 
further embodiments of the invention; 

[0040] FIGS. 21 and 22 are schematic illustrations of the 
loading of the specimen carriers and the removal of the 
specimens; 

[0041] FIGS. 23 through 26 are schematic perspective 
views of the inventive storage substrate according to further 
embodiments of the invention; and 

[0042] FIGS. 27 and 28 are plan views of conventional 
specimen carriers (prior art). 

[0043] According to the present invention, at least one 
specimen is arranged in a specimen carrier on a substrate and 
on the substrate, storage of specimen data is made, which are 
characteristic for features of the cryo-specimen. The storage 
of the specimen data takes place position-specific in a 
specimen data storage, preferably, at the storage position of 
the respective specimen. The connection on a specimen 
carrier for receiving a cryo-specimen and a specimen data 
storage for storage of associated storage data is designated 
as a "cryo-storage element". An inventive storage substrate 
is preferably formed as a base body, which preferably, has a 
flat form, with a plurality of cryo-storage elements. 

[0044] With the first embodiment of the inventive storage 
substrate 100 shown in FIG. 1, a base body 110 is provided, 
which supports a plurality of cryo-storage elements 120. The 
base body 110 (shown in cut-away manner) has typical 
dimensions, such as, for example, an optically readable/ 
writable storage plate (in the following: CD, diameter 
approximately 12 cm, for example). For receiving the cryo- 
storage element 120, the base body 110 has passage open- 
ings HI, in which the cryo-storage elements sit in a type of 
a press fit. On one side of the base body 110, a film-type 
storage medium 112 is arranged. The storage medium 112 is 
a data layer, such as the type that is known for common CD's 
and that is suitable for reading and writing of data. The 
storage medium 112 preferably is designed for optical 
writing ("burning") and reading of data. However, it also can 
be a magnetic or a topographic storage medium. On the 
storage medium 112, a protective layer is provided, if 
necessary (not shown). 

[0045] The storage medium 112 includes layer regions, 
which lie on the base body 110 and serve as base storage 
113, and regions, which are associated with the cryo-storage 
elements 120 and serve as specimen data storage 122. The 
base storage 113 and specimen data storage 122 first can 



form a closed layer of the storage medium 112, which after 
specimen removal (see FIG. 2) is broken, when necessary. 
The base storage 113 contains preferably substrate data, 
which, for example, relate to the type of the arrangement of 
the cryo-storage elements and the identification of the sub- 
strates. The specimen data storage 122 contains specimen 
data (see below). 

[0046] The cryo-storage elements 120 comprise, respec- 
tively, a specimen carrier 121 and the specimen data storage 
122. The specimen carrier 121 is a formed component made 
of plastic with a T-shape, plate-shape, or mushroom shape. 
The specimen carrier, instead of being made of plastic, can 
comprise a bio-compatible and inert material (for example, 
semi-conductor material). The specimen carrier 121 
includes a plate-type specimen receptacle 123 and a carrier 
pin 124. The inner shape of the passage openings 111 and the 
outer shape of the carrier pin 124 are complementary for 
forming a press-fit to one another. Between the edges of the 
specimen receptacles 123, gaps 125 are formed. The gaps 
125 reduce the risk of a mutual contamination between the 
specimens. In addition, they simplify the removable from 
the cryo-storage elements. With the carrier pins 124, the 
respective specimen storage 122 is securely connected. 

[0047] On the specimen receptacles 123, the cryo-speci- 
mens 130 are arranged, in particular, in the form of frozen 
liquid drops. The drops are cell suspensions or also reference 
specimens, for example, with samples of cultivation media, 
solutions of marking dyes, or probe specimens. Probe speci- 
mens are reference specimens, which contain substances 
that react sensitively to a change of critical environmental 
conditions. As probe samples, for example, chemical com- 
pounds can be used, which are sensitive to radioactive 
radiation or unwanted temperature increases. A control of 
the probe specimen makes possible a monitoring of the 
storage condition of the storage substrate in a cryo-bank. 

[0048] A cover film 114 is arranged over the cryo-speci- 
mens 130, which serves to avoid contamination from the 
cooling medium or from the environment. Typical dimen- 
sions of the specimen receptacles 123, for example, are 0.1 
to 3 mm. The entire thickness of the storage substrate 100 
amounts to approximately 2 mm, for example. 

[0049] For the inventive cryo-storage of specimens, a 
storage substrate 100 (without the cover film 114) is first 
loaded with the cryo-specimens and reference specimens, if 
necessary. The loading takes place, for example, with a 
micro-drop shooting device, such as that described in EP-B 
0 804 073. The specimens are shot as micro-drops in a 
cooled state of the storage substrate 100, aimed at the 
specimen receptacles 123, where, upon impingement, they 
freeze. Likewise, in a deeply cooled state of the storage 
substrate 100, writing (for example, a burning) of a first 
specimen data takes place in the specimen data storage 122. 
After loading of the substrate, the application of the cover 
film 114 and the insertion of the storage substrate in a 
support under the respective cooling conditions of the cryo- 
preservation system that is utilized take place. 

[0050] In, FIG. 2, the removal of specimens from the 
storage substrate 100 is illustrated. According to the present 
invention, the specimen removal takes place by separating 
the respective cryo-storage element 120 from the base body 
110. The separation takes place with a cutting device 140 in 
cooperation with a punching device 150. The cutting device 
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has a hollow cutting tool 141, whose blade is adapted to the 
outer shape of the specimen receptacle 123. The cutting tool, 
for example, can be formed as a hollow capillary with a 
ground end. The punching device 150 comprises a punch 
151, with which the specimen data storage 122 is separated 
from the remaining storage medium 112 and the carrier pin 
124 can be pressed out of the passage opening 111. On the 
end of the punch 151, if necessary, also a cutting tool for 
improved transection of the storage medium 112 is provided. 
The cutting and punching devices 140, 150 can be actively 
or passively cooled for maintaining a predetermined tem- 
perature of the storage substrate 100. 

[0051] FIG. 2 shows a particular advantage of the inven- 
tion. With the cutting device 140, the specimen 130 is 
removed with the cryo-storage element 120, without open- 
ing the other specimen deposits. The specimen 130 is also 
connected with the specimen data storage 122 after the 
removal. A transfer of the specimen to another storage 
substrate and/or a measurement device under cryo-condi- 
tions or with increased temperature can take place. A supple- 
ment of specimen data, for example, in dependence on a 
measurement result, is provided on the specimen data stor- 
age 122 (data accumulation). 

[0052] FIGS. 3 through 7 illustrate inventive storage 
substrates (for example, according to FIG. 1) in schematic 
plan view. A storage substrate 100 is formed like a conven- 
tional CD and has in the center, in particular, a passage 
opening 101 for mounting of the storage substrate in the 
cryo-preservation device and/or a reading/writing system. 
The specimen receptacles 123 of the specimen carrier are 
formed in this embodiment as rectangles. They have typical 
surface dimensions of approximately 0.1 to 30 mm 2 . The 
specimen receptacles 123 are arranged in groups in sectors 
102. Upon removal of specimens with the respective cryo- 
storage elements, the base body 110 remains back with the 
free passage openings 111. 

[0053] FIG. 4 shows a modified embodiment with circular 
specimen receptacles 123. On each specimen receptacle 123, 
a drop with a volume of some mm 3 can be stored. Each drop 
can contain up to 10 s cells. On the entire storage substrate 
with a diameter of approximately 12 cm, therefore, up to 10 8 
cells can be stored. 

[0054] FIG. 5 shows a modified form with circular speci- 
men receptacles 123, which, in comparison to FIG. 4, have 
smaller diameters (for example, 0.01 to 1 mm). The entire 
number of the cryo-storage elements on the storage substrate 
100 is thereby increased. The variability increases with the 
specimen removal. 

[0055] The base storage 113 illustrated in FIG. 1 can be 
arranged selectively according to determined channels in the 
storage medium. This is illustrated in FIG- 6 (ring-shaped 
storage channels) and 7 (ray-like, aligned storage channels). 
With the base storage 113, an additional fragmentation of the 
storage substrate takes place. 

[0056] FIG. 8 illustrates in a cut-away manner a modified 
form of a storage substrate 200 with a base body 210, which 
is formed by the specimen carrier 221 of the cryo-storage 
element. The specimen carrier 221 has the specimen data 
storage 222 on one side and on the opposite side, the 
specimen receptacles 223. The specimen carriers 221 are 
formed components, for example, made of plastic or a 



semiconductor material, in which the specimen receptacles 
223 are formed as recesses. The specimen carriers 221 are 
connected to one another via breaking points. The specimen 
data storage 222 forms a layer of the storage medium 
arranged on the underside of the base body 210. On the 
upper side of the storage substrate, a cover film 214 is 
provided, with which the specimens 230 are covered. The 
cover film 214 encompasses the base body 210 on its outer 
edge with a circulating projection 215. 

[0057] The use of the storage substrate 200, in particular, 
the loading and the data storage, takes place according to the 
above-described principles. For data removal, cryo-storage 
elements 220 are separated respectively with a carrier 221 
and a specimen data storage 222 with a suitable tool from the 
storage substrate 220 (for example, broken off, cut off, or the 
like). Depending on the application, the breaking points 224 
are designed with a determined geometry, as illustrated in 
FIG. 9. 

[0058] In FIG. 9, the white lines designate the distribution 
of the breaking points 224. In the respective framed black 
regions, the specimen carriers, in particular, with the speci- 
men receptacles, are arranged. The specimen receptacles can 
have various geometries within the storage substrate 200, for 
example, toward the interior, they can be more compact (left 
drawing part) or narrower (right drawing part). 

[0059] A third embodiment of the storage substrate 300 of 
the invention is illustrated in FIG. 10. The storage substrate 
has a disk-shaped base body 310 in the form of an even, 
uniform plate. Joints or breaking points are not provided in 
this embodiment. The cryo-storage elements 320 form 
merely one unit in this embodiment, as long as the speci- 
mens 230 are arranged on the storage substrate 300. As a 
specimen carrier 321, a specimen accommodation layer is 
provided for each specimen. The specimen accommodation 
layer comprises a plastic material, which has a minimal 
adhesive strength to the base body 310 (for example, made 
from PTFE or rubber). The minimal adhesive strength is 
provided, in particular, in low temperature ranges. 

[0060] For separating a specimen 330, the specimen is 
separated with the specimen accommodation layer from the 
base body with a suitable tool (for example, detached, 
planed off, pushed off, or pulled off). The specimen data 
storage 322 remains on the substrate underside. 

[0061] The specimens 330 are protected against contami- 
nation with a covering 314 in this embodiment. The cover- 
ing 314 is formed by a cover, which is sealed against the 
based body 310 via an annular seal 315. 

[0062] In FIG. 11, in the upper drawing part in perspective 
view, a cut-away of a storage substrate 400 according to a 
further embodiment of the invention is shown. With this 
storage substrate, the cryo-storage elements 420 are pro- 
vided in the form of a pre-perforation or a press-fit in the 
base body 410. The base body 410 and the cryo-storage 
elements 420 form a flat plate, on whose underside, the 
storage medium 412 is arranged as a layer. The storage 
medium 412 (data carrier film) likewise can be pre-perfo- 
rated and is located on the underside of the base body 410 
with the required planarity for optical reading-in and read- 
ing-out of data. 

[0063] In the lower drawing part of FIG. 11, the cryo- 
storage element 420 is shown in an enlarged representation. 
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On the top side of the base body 410, which here forms the 
specimen carrier 421, a recess is provided as the specimen 
receptacle 423. In the specimen receptacle, the cryo-speci- 
men (for example, suspension drop) is arranged. With the 
cover film 414, the specimen 430 is protected against 
contamination. Also, on the cover film 414, perforations 
corresponding to the outer shape of the cryo-storage ele- 
ments 420 can be provided. According to the invention, 
generally, the cover or cover film can be formed also as a 
storage medium. With removal of the cryo-storage element 
420 from the storage substrate 400 with a tool formed 
analogously to the illustration in FIG. 2, the specimen 430 
is removed with the specimen carrier 420, the specimen data 
storage 422, and the cut-out of the cover film 414. 

[0064] The storage substrate 400 is fixed in a support and 
is separated from the base body 410 with the punch 451 (or 
with the blade 452, if necessary) and the cutting device 440. 
The cutting device 440 is provided with a movable punch 
441, which, after separation of the cryo-storage element 420, 
presses this out of the cutting device. 

[0065] FIG. 12 shows a modification to the embodiment 
of FIG. 11, by way of example, of an individual cryo- 
storage element 420 with the specimen carrier 421 and the 
specimen receptacle 423. With this form, the cover 414 is 
formed as a two-layered film. A porous layer 415 overlies 
the specimen carrier 421 as a cover. Over that, a sealing 
layer 416 with an extension 417 extending up from the 
substrate plane is provided. The extension 417 can be pulled 
away from the substrate manually or with an appropriate 
tool. In this manner, the lower layer 415 on the specimen 
carrier 20 is laid open. This procedure can take place in a 
deep-freeze state or also in a thawed state. A quick exchange 
of the liquid in the specimen receptacle 423 can take place. 
For example, cryo-protective can be washed out of the cell 
suspension. 

[0066] The cover 414 can also contain data or markings 
for identification of the specimen. According to modified 
forms, a further structure of the cover 414 formed as 
additional layers can be provided. 

[0067] The principle of the multi-layered cover is also 
shown in FIG. 13 by way of an example of a further 
embodiment of the invention. There, the storage substrate 
500 includes, in turn, a base body 510 with mushroom- 
shaped projections 511, on which the specimen carrier 521 
sits. The specimen carriers 521 are formed components, 
respectively, with a specimen receptacle 523 on the upper 
side and a fixing recess 524 on the underside. The fixing 
recesses 524 and the projections 511 work together like push 
buttons as releasable mechanical connections. On the side 
opposite the specimen carriers 521, a data carrier layer as the 
storage medium 512 is located, which forms the specimen 
data storages 522 that are associated with respective speci- 
men carriers 521. The covering 514 takes place according to 
the double-layer principle, which is illustrated in FIG. 12. 

[0068] For removal of a specimen carrier 521 in a frozen 
state of the storage substrate 500, a planar or wedge-shaped 
tool is shoved under the specimen carrier 521. With the tool, 
the connection between the respective projection 511 and the 
fixing recess 524 is loosened. The specimen is thereby 
separated from the storage substrate 500 with the specimen 
carrier 521 and parts of the cover 514. Also with this 
embodiment, upon separating, the connection to the speci- 



men data storage 522 is lost. But, specimen data also can be 
provided in appropriate parts of the cover 514. 

[0069] The embodiment shown in FIGS. 14 through 26 
illustrate that the storage substrate 600 is formed by means 
of at least one circuit board 610, which corresponds to the 
base body and on which one or more cryo-storage elements 
620, like electrical circuits (chips) are arranged. The circuit 
board 610 supports electrical (conducting paths) or optical 
(photoconductor fibers) connections 611, which connect, 
respectively, a receptacle mounting 612 for receiving a 
cryo-storage element with an external control device (not 
shown). The receptacle mounting corresponds essentially to 
a socket of a conventional circuit mounting, in which the 
contacts of the cryo-storage element (see, for example, FIG. 
15) are used. On the receptacle mountings 612, additional 
circuits for signal modulation, signal conversion, or detec- 
tion of the data signals running from the connection lines 
611 or from the optical path can be provided. 

[0070] The connecting lines 611 can be provided on the 
top side of the circuit board 610 with the receptacle mount- 
ing 612 (upper drawing part of FIG. 14) or on the opposite 
side (lower drawing part of FIG. 14). In the last case, the 
receptacle mountings 612 are more tightly arranged. The 
lower drawing part of FIG. 14 shows further than on the 
circuit board 610, also a computing circuit 613 for control of 
the cryo-storage elements, with the required RAM storage, 
if necessary, can be provided. 

[0071] Each receptacle mounting 612 is equipped for 
receiving a cryo-storage element 620. Each cryo-storage 
element 620 includes a specimen carrier 621, analogous to 
the above-described function, which is connected with the 
specimen data storage 622. According to a particular advan- 
tageous embodiment of the invention, the cryo-storage ele- 
ment is formed by an integrated circuit (for example, storage 
components) known as such. The circuit contains as the 
specimen data storage 622 at least one RAM storage. The 
cryo-storage element 620 also can contain a complete com- 
puting circuit, with which the function of the cryo-storage 
element is executed and by means of which the cryo-storage 
element communicates externally. The specimen carrier 621 
preferably is formed in or in connection with the plastic 
covering or encapsulation of the integrated circuit. 

[0072] The specimen receptacle 623 is, for example, a 
recess in the plastic over as shown in FIG. 15. With a 
conventional chip with a size of 7-14 mm, the specimen 
receptacle 423 can have a base surface of approximately 
4 10 mm with a depth of 1 mm. With these measurements, 
up to five million cells can be accommodated in the cryo- 
storage element 620. 

[0073] On the bottom of the specimen receptacle 623, 
additional control devices for manipulation of the specimen 
sensor and/or display units 624 can be provided. The control 
devices include, if necessary, cooling and heating elements, 
for example, peltier elements, resistance heating elements 
for controlling cooling or heating of the specimen, or 
materials with increased heat capacity for reduction of the 
heat load of the specimen during a chip transport. As a 
display device, a light source can be provided, which, for 
example, signals a predetermined state of the cryo-storage 
element 620 or the specimen, or which serves as a measured 
light source for measurement on the specimen 630. In 
addition, the cryo-storage element 620 is provided with a 
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cover 614, which protects the specimen from contamination, 
evaporation, aod sublimation. The cover 614 is a plastic cap, 
for example, a welded -on film, or another layer-type com- 
ponent, which provides a sealed, re leasable connection with 
the specimen carrier 621. 

[0074] The specimen carrier 621 serves also as a guide for 
the contact connectors 625 of the cryo-storagc element. The 
contact connectors are connected, in particular, with the 
specimen data storage 622 and, if necessary, to the control 
and display devices 624. 

[0075] In contrast to the diagnosis chips known from 
cellular biotechnology, with the cryo-storage element 620, 
no connection exists between the specimen 630 and the 
specimen data storage 622, the control and/or display 
devices 624, which is directed to a detection of electrical 
parameters of the cells frozen in the specimen. 

[0076] The cover 614 according to FIG. 15 can also be 
replaced with a cryo -container 615, according to FIG. 16. 
With the cryo-container 615, the top side of the specimen 
carrier 621 is provided with a sealed screw connection to a 
cylindrical container body 617. The cryo-container 615 
comprises a cold -resistant plastic material. The embodiment 
of the invention shown in FIG. 16 has the advantage that the 
cryo-container 615 can also be loaded manually, for 
example, by means of pipettes. 

[0077] Detailed further embodiments of the inventive 
cryo-storage elements 620 are shown in FIGS. 17 through 
26. The cryo-storage element 620 according to FIG. 17 
includes a specimen carrier 621 and a specimen data storage 
622. The specimen data storage 622 is structured like a 
known electronic storage chip with contact electrodes 625 
and an encapsulation 626, in which a storage circuit and, if 
necessary, a computing circuit are arranged. The encapsu- 
lation 626 comprises typically a plastic material. 

[0078] The specimen carrier 621 is attached to the top side 
of the encapsulation 626 or as part of the encapsulation 626. 
The specimen carrier 621 comprises a plastic frame 627, in 
which for receiving specimens, at least one cryo-container 
615 is integrated. The plastic frame 627 is an injection 
molded part with a size corresponding to the surface of the 
encapsulation 626, for example. The lateral frame parts are 
provided with bores, in which the cryo-containers 625 are 
arranged. 

[0079] Each cryo-container 615 forms at least one elon- 
gated specimen chamber. The at least one specimen chamber 
has an elongated form, such that the inner cross section is 
essentially smaller than its length. As specimen chambers, 
for example, hoses, hollow needles, capillaries, or the like 
are provided. The internal diameter of a specimen chamber 
lies in the range of 5 jum to 4 mm, for example. The length 
can be chosen to be in the range of 0.5 cm to 10 cm. The 
quotient of the cross sectional diameter and length of a 
specimen chamber is preferably smaller than Vio. The allo- 
cation of a l least one cryo-container 615 in a tube or hose 
form has the advantage of a fast loading or emptying of the 
specimen chambers, a high ability for miniaturization, and a 
high freezing speed. 

[0080] With the embodiment of the invention illustrated in 
FIG. 17, first a cryo-container 615 is formed by a meander- 
shaped hose placed in the frame 627 (partially shown). After 
loading of the cryo-container 615 via the hoses (see arrow), 



the parts of the hose designated with dashed lines are cut off, 
so that the sections drawn through remain as separated 
cryo-containers (for example, 616). All cryo-containers 615 
are loaded as a unit with a common specimen 630, which 
advantageously is subdivided into specimen parts. With a 
mechanical separating device 400, the specimen parts 616 
can be separated from the cryo -element 620 in a frozen or 
thawed state, without affecting the remaining specimen 
parts. 

[0081] On the surface of the encapsulation 626 and/or on 
the frame 627 of the specimen receptacles 623, additional 
control devices for manipulating of the specimen and/or the 
sensor and/or the display units 624 can be provided. The 
control devices include, if necessary, cooling and heating 
elements, for example, peltier elements, resistance heat 
elements or the like. They serve for the controlled cooling or 
heating of the specimen or materials with increased heat 
capacity for reducing the heat load of the specimen, for 
example, during a chip transport. The sensor and/or display 
can have a light source, which signals, for example, a 
predetermined state of the cryo-storage element 620 or the 
specimen or serves as a measured light source for measure- 
ment on the specimen 630. 

[0082] In addition, each end of a cryo-container 615 can 
be provided with a cover 614, which protects the specimen 
from contamination, evaporation, and sublimation. The 
cover 614 is, for example, a plastic cap, a welded-on film or 
another component, which provides a sealed connection 
with the ends of the respective cryo-container 615. If a hose 
if provided as a cryo-container, then the cover can be formed 
also by means of a part of the hose itself, which is clamped 
together on its ends. 

[0083] Instead of a through-going and, if needed, cut hose, 
according to FIG. 17, also a plurality of tube-shaped cryo- 
containers 615 made from a rigid material can be provided 
as specimen receptacles 623, which are aligned transversely 
(FIG. 17) or parallel (FIG. 18) to the longitudinal orienta- 
tion of the cryo-element 620. With the embodiment accord- 
ing to FIG. 18, for example, five cryo-containers 615 are 
integrated in the encapsulation 626 (enclosed). This can take 
place by injection of the cryo-container 615 into the encap- 
sulation material or an adhesive bonding. The cryo-contain- 
ers 615 are formed by hollow needles or capillaries. 

[0084] The loading of a cryo-container 615 takes place, in 
which on one end, a low pressure exists and via the opposite 
input end 617, the cryo-specimen is received. Instead of 
applying low pressure, also a specimen receptacle can be 
provided with the action of capillary forces in the interior of 
the cryo-containers 615. In particular, with the embodiment 
according to FIG. 18, the same or different cryo-specimens 
631, 632, . . . , can be accommodated in the individual 
cryo-containers 615. The cryo-containers 615 are preferably 
spaced from one another, such that the feeding ends 617 are 
aligned to correspond to the format of a micro- or nanotiter 
plate. 

[0085] According to an alternative embodiment of the 
inventive cryo-element 620 illustrated in FIG. 19, the cryo- 
container 615 of the specimen carrier 622 is formed as a 
hose, whose diameter in the longitudinal direction of the 
hose is changeable. Sections 618 change with a small 
diameter and chamber parts 619, in which the hose is 
considerably widened. The cryo-container 615 includes a 
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plurality of chamber parts 619, which advantageously, can 
be separated from the cryo-element with a mechanical 
separating device 400. The cryo-container is attached on the 
encapsulation 626 of the specimen storage 622 (for example, 
adhered or partially injected). The loading of the cryo- 
container 615 takes place under formation of a low pressure, 
which is absorbed via the input end 617 in the suspended 
cryo-specimen in the cryo-container 615. 

[0086] According to FIG. 20, the cryo-container 615 also 
can be formed from a hose, which has only one chamber part 
619, which, as shown, is loaded or emptied via a hose 
section 618 or alternatively, via multiple hose sections. The 
chamber part 619 according to FIG. 20 is formed from a film 
material, which is adhered on the encapsulation 626. 

[0087] In contrast to the diagnosis chips known from 
cellular biotechnology, with cryo-storage elements 620, no 
connection exists between the specimen 630 on the one 
hand, and the specimen data storage 622 and/or the control, 
sensor, and/or display devices 624, on the other hand, which 
is directed toward a determination of electrical parameters of 
the cells frozen in the specimen. 

[0088] In FIGS. 21 and 22, further details of the loading 
and the specimen removal from cryo-elements 620 are 
illustrated. The loading takes place according to FIG. 21, for 
example, with a loading device, which on one side, has a 
plurality of specimen reservoirs 710, and on the other side, 
has a pressure device 720. The cryo-storage element 620 
includes a frame-type specimen carrier 621, analogous to the 
embodiment shown in FIG. 17, on which a plurality of 
cryo-containers 615 in the form of capillaries or hoses are 
arranged, whose feeding ends 617 project into the specimen 
reservoir 710. The specimen reservoirs 710 are reservoirs, in 
which specimens are located after extraction of a specimen. 
The pressure device 720 includes a pressure attachment 721, 
which can be placed in pressure-tight manner on the oppo- 
site ends of the cryo-container 615, and a connection line 
722, via which all cryo-containers 615 can be pressurized 
with low pressure. The ends of the cryo-container 615 are 
preferably mounted *for common receipt of the pressure 
attachment 721 on a frame part. They can, for example, open 
into the surface of the frame 627. Under the action of the low 
pressure, specimens 630 are accommodated into the cryo- 
container 615. 

[0089] After the loading of the specimen carriers 621, the 
cryo-storage element 620 is separated from the loading 
device. The input ends 617 are shortened, if necessary, to the 
frame 627. The cryo-storage element 620 is placed on a 
storage substrate 610 (see FIG. 14), and with this, is 
transferred in an environment with a reduced temperature, 
for example, a cryo-container in a cryo-bank. 

[0090] In FIG. 22, one possibility of specimen removal 
from a cryo-storage element 620 with a meandering-de- 
signed cryo-container 615 is illustrated. The specimen parts 
616 are separated with a mechanical separating device 400, 
for example, a cutting device. This can take place advanta- 
geously in a state of reduced temperature, so that the 
remaining specimens can remain unchanged. 

[0091] In FIGS. 23 through 26, embodiments of the 
inventively used cryo-storage elements 620 are shown, 
which, in contrast to the above -described embodiments of 
the specimen holder 621, is integrated not in an encapsula- 



tion of the storage circuit, rather in its substrate material. 
FIG. 23 shows, for example, a part of a cryo-storage 
element 620 (without encapsulation and without contact 
connector). A storage circuit 800 with a substrate 810 and 
integrated components 820 are shown in sections. The 
substrate is a semi-conductor wafer, for example, as are 
commonly used for manufacturing of integrated circuits. On 
the upper side of the substrate 810, the components 820 are 
processed with a known method of semi-conductor technol- 
ogy. On the underside of the substrate 810, channel-like 
specimen chambers 623 are formed as specimen receptacles, 
which are closed with a cover layer 820. The specimen 
chambers 623 have measurements of 400 fan, for example 
(cross sectional dimension) and 20 mm (length). The speci- 
men chambers 623 can also be formed in a structured 
substrate layer, which is arranged on the substrate (see FIG. 
24). The cover layer 830 comprises a plastic material, glass, 
or a semiconductor material. 

[0092] In addition, multiple levels with specimen cham- 
bers 623 can be provided, as illustrated in FIG. 24. On the 
substrate 810, a first structured substrate layer 811 with 
specimen chambers 623 and a first cover layer 830 can be 
provided. On the first cover layer 830, at least one further 
structured substrate layer 812 with specimen chambers 623 
and a further cover layer 831 can be provided. With this 
embodiment, advantageously, an enlarged specimen volume 
on the associated specimen data storage is absorbed. The 
filling or specimen absorption on the cryo-storage elements 
620, according to FIGS. 23 and 24, takes place via hose 
connections, which are integrated in the encapsulation of the 
specimen data carrier 622 and are cut off or pinched off after 
use. 

[0093] In FIGS. 25 and 26, various geometries of the 
channel-shaped specimen receptacles 623 in the substrates 
810 are schematically illustrated. For example, meandering 
or U-shaped channel shapes with various cross sectional 
dimensions can be provided, which, if necessary, are 
arranged nested in one another. 

[0094] The embodiments of the invention shown in FIGS. 
14 through 26 have a series of advantages. The cryo-storage 
element is formed by an electronic chip, which contains an 
electronic storage that is externally writable and readable as 
the specimen data storage. A temperature-dependent adjust- 
ment of a reading/writing head, like that in a CD storage, is 
not necessary. In the chip, at least one specimen receptacle 
corresponding to one or more specimens is located. The chip 
and/or the receptacle mounting can be equipped with an 
electronic switch for controlling additional functional ele- 
ments, sensors, and/or alarm systems. The structure shown 
in FIG. 14 can be made as a three-dimensional multi-level 
cryo-substrate, in which multiple circuit boards 610 are 
stacked with a plurality of cryo-storage elements over one 
another. 

[0095] The chip-type storage elements can be removed in 
a frozen state from the circuit board without problems and 
transferred to other circuit boards, measuring devices, or 
processing stations, without losing the specimen data. The 
cryo-storage elements are electronically addressable exter- 
nally. 

[0096] In addition, for multiple safeguarding, the cryo- 
storage elements can be provided with one or more identi- 
fiers, automatically readable or visually controllable colored 
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markings. The cryo-storage elements, according to FIG. 15, 
also allow further miniaturization, compared to the dimen- 
sions of common integrated circuits. With miniaturization, 
an optimal control is preferred, instead of the electrical 
contact. 

[0097] The at least one circuit board of a storage substrate 
can be connected with a computer bus system, with which 
an individual inquiry and control of the individual cryo- 
storage elements takes place. The form of the cryo-storage 
elements shown in FIG. 15 can be modified depending on 
the application (for example, round or polygonal specimen 
carriers). 

[0098] Important features of the invention are condensed 
in the following description. 

[0099] The inventive storage substrate combines a mate- 
rial receptacle with a specimen-specific data receptacle. 
During low-temperature storage, the selective removal of 
materials (cells, cell suspensions) and the reading/storage of 
data and/or data material are possible. 

[0100] The data identification is multiply ensured, in that 
the specimens and the specimen data storage are arranged on 
the same or directly adjacent substrate positions. In addition, 
the storage substrate can be dyed, so that based on the color 
of the cryo-storage element along and the base body, it can 
be determined from which storage substrate the respective 
specimen originates. 

[0101] The cryo-storage elements can be easily disin- 
fected and reused. Further, they form a protection for the 
specimens against environmental conditions with the inven- 
tive cryo-preservation. 

[0102] It is also possible to provide the base body and the 
cryo-storage elements of a storage substrate as one unit with 
a colored or a digital or analogue identification sample, 
which allows a clear arrangement of both parts at any time. 
This has advantages for an automated, optical control (for 
example, dye and coding detection). 

[0103] For the first time, specimen data can be stored in 
ranges of kilobytes to megabytes on the inventive cryo- 
storage. This is particularly advantageous with the storage of 
measurement results. 

[0104] During the expected useful fife of a storage sub- 
strate, data can be supplemented at any time (data accumu- 
lation). In this manner, all data acquired on the specimen or 
all performed manipulations, measurements, treatments, or 
the like can be documented specimen -specific completely 
and without interruption. 

[0105] Specific treatments of the specimens, in particular, 
in the chip-type storage elements, can be performed selec- 
tively with a procedure programming and storage. For 
example, in the frame of a cryo-preservation, a predeter- 
mined heating, cooling, measuring, controlling, and alarm/ 
display program can operated and be documented in a 
program data storage. In a frozen state, various temperature 
or measuring programs can run for different cryo-storage 
elements. For example, local thawing can be triggered, in 
order to perform a measurement of the specimen. The 
above-described heating elements can be used with all 
embodiments of the inventive storage substrate for a local 
healing of storage media. On the storage media, localized 
heating can occur, while the associated specimen remains in 
a cryo-preserved state. 



[0106] According to the present invention, it can be pro- 
vided that the storage substrate is operated combined with a 
mere electronic data bank, in which the specimen data of the 
storage substrate are stored in a mirrored fashion. 

[0107] The covering of the specimen receptacles can be 
partially or completely transparent. Through this layer, opti- 
cal and other measuring methods are coupled in the speci- 
men receptacles. For example, the specimens can be shown 
pictorially. Fluorescent measurements, dielectric measure- 
ments, and/or ultrasonic representations are possible. 

[0108] An inventive cryo-data bank includes a plurality of 
the above-described storage substrates, a control device, and 
a processing device for manipulating the storage substrates 
and for removal of specimens. 

[0109] The features of the invention disclosed in the 
foregoing description, the claims, and the drawings can be of 
importance both individually as well as in desired combi- 
nations for the implementation of the invention in its various 
embodiments. 

1. A method for cryo-preservation, in which a plurality of 
specimens is arranged on a storage substrate and specimen 
data, which are characteristic for features of a respective one 
of the specimens, are stored at specific positions. 

2. The method according to claim 1, in which the speci- 
men data specimen data are stored on, near, or under the 
associated specimen. 

3. The method according to claim 1 or 2, in which as the 
specimen data, information for identification of the speci- 
mens, information about substance features of the speci- 
mens, measurement results, and/or treatment steps are 
stored. 

4. The method according to one of the preceding claims, 
in which the specimen data are read and/or written in a 
cooled state of the storage substrate. 

5. The method according to one of the preceding claims, 
in which a respective specimen is arranged on a specimen 
carrier and the associated specimen data are stored in a 
specimen data storage medium, whereby, respectively, a 
specimen carrier and a specimen data storage medium form 
a composite component that is releasable from the storage 
substrate for specimen removal. 

6. The method according to claim 5, in which a specimen 
is removed from the substrate storage medium in connection 
with the stored specimen data and is transferred onto another 
substrate or to a measuring device or a treatment device. 

7. The method according to one of the preceding claims, 
in which the specimen data are stored optically, magneti- 
cally, topographically, or elect romagnetically. 

8. The method according to one of the preceding claims, 
in which the specimens include suspensions of at least one 
cell, cell component, cell aggregate, and/or tissue. 

9. The method according to claim 8, in which the speci- 
mens include supplementary reference and probe specimens. 

10. The method according to one of the preceding claims, 
in which, on a frozen, heated or thawed specimen in a cooled 
state of the remaining storage substrate, a measurement 
and/or a treatment takes place and measurement results are 
stored as specimen data. 

11. The method according to one of the preceding claims, 
in which a control of the state of at least one specimen on the 
storage substrate takes place with a computing circuit asso- 
ciated with the specimen. 
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12. A storage substrate for cryo-preservation of a plurality 
of specimens, which contains a plurality of cryo-storage 
elements, which are formed, respectively, by means of a 
composite component from a specimen carrier and a speci- 
men data storage medium. 

13. The storage substrate according to claim 12, in which 
each cryo-storage element is arranged releasably in a base 
body of the storage substrate. 

14. The storage substrate according to one of claims 12 or 
13, in which a moulded component is provided as the 
cryo-storage element, which includes the specimen carrier 
and the specimen data storage medium. 

15. The storage substrate according to one of claims 12 or 
13, in which an integrated circuit with a storage medium is 
provided as the cryo-storage element, which is equipped 
with at least one specimen carrier for respectively receiving 
a specimen. 

16. The storage substrate according to claim 15, in which 
the specimen carrier is integrated in the structure of the 
integrated circuit. 



17. The storage substrate according to claim 16, in which 
the specimen carrier has a cryo-container. 

18. The storage substrate according to claim 16, in which 
the specimen carrier has at least one hose-shaped, capillary- 
shaped, or channel-shaped specimen chamber. 

19. The storage substrate according to claim 16, in which 
the specimen carrier is provided as a channel-shaped speci- 
men receptacle in a substrate of the integrated circuit. 

20. The storage substrate according to claim 16, in which 
the cryo-storage element contains a computing circuit, with 
which the function of the cryo-storage element is managed 
and by means of which, the cryo-storage element commu- 
nicates externally. 

21. A cryo-storage element, which includes a specimen 
carrier for a specimen and a data storage medium for storage 
of specimen data. 

22. A method for operating a cryo-bank, in which the 
specimens are cryo -preserved and/or treated with a method 
according to one of claims 1 through U. 

* * * * * 



